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A.    Aspergillus 
ACE    Angiotensin Converting Enzyme 
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Asp    Aspartam 
BSA    Bovines Serumalbumin 
DIC-Optik   Differential Interferenz Kontrast-Optik 
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i.D.    im Durchmesser 
LD50    Letale Dosis, bei der 50 % der Versuchstiere verenden 
KGW    Körpergewicht 
Km    Michaelis-Menten-Konstante 
Kon    Kontrollgruppe 
KPP    Krebs Phosphat Puffer 
LM    Lebendmasse 
Leu    Leucin 
MDCK C   Madin-Darby-Canine Kidney-Zellen 
MRP2    Multidrug Resistance Associated Protein 2 
OA-    Organische Anionen 
OAT    Organische Anionen Transporter 
OATP    Organische Anionen transportierendes Polypeptid 
OTA    Ochratoxin A 
OTα    Ochratoxin α 
P.    Penicillium 
PAH    Paraaminohippursäure 
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r2    Bestimmtheitsmaß 
ROS    Reaktive Sauerstoff Spezies 
SEM    Standard Error of Mean 






Schimmelpilze spielen sowohl in der menschlichen als auch in der tierischen Ernährung eine 
große Rolle, da sie nicht nur zum Verderb von Nahrungsmitteln beitragen, sondern auch 
durch ihre Toxine Erkrankungen hervorrufen können. Mykotoxine sind sekundäre Stoff-
wechselprodukte einer großen Anzahl von Schimmelpilzen, hauptsächlich der Aspergillus-, 
Penicillium- und Fusarium-Gattungen. Sie werden abhängig von den vorherrschenden 
Bedingungen (z.B. Feuchtigkeit, Temperatur, Substrat, konkurrierende Mikroflora) in 
unterschiedlichem Ausmaß gebildet. Aufgrund ihres zum Teil hohen Toxizitätspotentials 
stellen sie weltweit ein ernsthaftes Problem sowohl für die Landwirtschaft als auch für die 
Lebensmittelindustrie dar. Laut einer Schätzung der Food and Agriculture Organisation 
(FAO) der Vereinten Nationen aus dem Jahre 1985 sind 25 % des weltweiten Getreide-
aufkommens mit Mykotoxinen belastet (FAO 1985). 
Verschiedene Aspergillus- und Penicillium-Stämme sind für eine natürliche Kontamination 
verschiedenster Substrate mit Ochratoxinen verantwortlich, wobei dem Ochratoxin A (OTA) 
aufgrund seines Vorkommens und seiner Toxizität die größte Bedeutung zukommt. Bei der 
Toxizität von OTA steht die Nephrotoxizität im Vordergrund, weshalb auch bezüglich der 
zellulären Transportmechanismen von OTA im Nierentubulus eine Vielzahl von 
Untersuchungen existieren. Demnach sind unspezifische Transporter für organische Anionen, 
der H+/Dipeptid-Cotransporter und die freie Diffusion der nicht-dissoziierten Form am 
epithelialen Transport von OTA in der Niere beteiligt. Inwieweit solche Transportsysteme in 
vivo an der intestinalen Absorption von OTA aus der Nahrung beteiligt sind, ist bisher 
unbekannt. Die bisherigen Untersuchungen zur gastrointestinalen Absorption von OTA lassen 
die Vermutung zu, dass OTA mittels passiver Diffusion der nicht dissoziierten Form aus der 
Nahrung aufgenommen wird. In der vorliegenden Arbeit sollte daher mittels einer in situ-
Perfusionsmethode an Ratten die Aufnahme von OTA aus dem Darmlumen ins Blut unter 
dem Einfluss verschiedener Bedingungen untersucht werden. Insbesondere sollte geprüft 
werden, ob Carrier-vermittelte Transportsysteme an der OTA-Absorption im Dünndarm 







2.1 Chemie von Ochratoxin A 
 
Erstmals wurde Ochratoxin A (OTA) von VAN DER MERWE et al. (1965) aus Kulturen des 
Pilzstammes Aspergillus ochraceus isoliert, der nach heutiger Nomenklatur als A. alutaceus 
bezeichnet wird. OTA besteht aus einem Dihydroisokumarin, dem Ochratoxin α (7-Carboxy-
5-chloro-8-hydroxy-3,4-dihydro-3R-methyl-Isokumarin), welches über eine α-Amidbindung 
mit L-β-Phenylalanin verbunden ist (Abb. 1). Die freie Carboxylgruppe des Phenylalanins ist 
verantwortlich für die Eigenschaften von OTA als schwache Säure mit einem pK-Wert von 












Abbildung 1: Chemische Struktur von Ochratoxin A 
 
Die Summenformel für OTA lautet C20H18ClNO6, das Molekulargewicht beträgt 
403,85 g/mol. Die HPLC-Technik (Hochleistungflüssigkeits-Chromatographie) mit 
Fluoreszenzdetektion hat sich als Nachweisverfahren für Ochratoxine etabliert, daneben wird 
aber auch ein ELISA-Verfahren (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) für das Screening 
bei größerem Probenaufkommen verwendet (MÄRTLBAUER und TERPLAN 1988, 








2.2 Herkunft von Ochratoxin A 
 
Man unterscheidet bei der Pilzflora von Getreidekörnern zwischen Feld- und Lagerpilzen. 
Fusarien werden zu den Feldpilzen gerechnet, Aspergillus- und Penicillium-Arten zählen zu 
den sogenannten Lagerpilzen, bei welchen die Toxinbildung in aller Regel erst nach der 
Ernte bei sinkendem Wassergehalt der Körner einsetzt. Fusarientoxine (z.B. Trichothecene, 
Zearalenone, Fumonisine) sind typische Vertreter der Mykotoxine von Feldpilzen, Aflatoxine 
und Ochratoxine werden den Lagerpilzen zugerechnet. Für das Wachstum der verschiedenen 
Spezies ist der Gehalt an frei verfügbarem Wasser entscheidend. Ein Maß für die 
Verfügbarkeit von Wasser in einem Substrat für mikrobielles Wachstum ist die sogenannte 
Wasseraktivität (aw-Wert). Der aw-Wert ist definiert als Verhältnis zwischen dem 
Wasserdampfdruck über dem Substrat (p) zum Wasserdampfdruck reinen Wassers (p0 = 1). 
Jeder Zusatz wasserbindender Substanzen bewirkt, dass p < p0 und damit der aw-Wert < 1 
wird (KRÄMER 1987). Bei Laboruntersuchungen für A. alutaceus und P. verrucosum 
ermittelten NORTHOLT et al. (1979) bei einer Temperatur von 24 °C einen für die 
Toxinbildung optimalen aw-Wert zwischen 0,95 und 0,99. Des Weiteren zeigte sich in dieser 
Untersuchung, dass A. alutaceus in einem Temperaturbereich von 12-37 °C und 
P. verrucosum in einem Temperaturbereich von 4-31 °C Ochratoxine bilden kann. Die 
minimalen aw-Werte lagen bei A. alutaceus zwischen 0,83 und 0,87, bei P. verrucosum 
zwischen 0,83 und 0,86. Folglich benötigen Aspergillus-Arten höhere Temperaturen für 
Wachstum und Toxinbildung als Penicillium-Arten. Daher werden in tropischen und 
subtropischen Regionen Ochratoxine hauptsächlich von Aspergillus-Arten gebildet, während 
in gemäßigten Klimazonen vor allem Penicillium-Arten von Bedeutung sind (KROGH 1978). 
Nach LUND und FRISVAD (2003) wird OTA in Getreide europäischer Herkunft 
ausschließlich von Penicillium verrucosum gebildet. Bedingt durch den Wassergehalt der 
Körner bei Ernte und Lagerung bestehen jährliche Unterschiede in Pilzbefall und 
Toxinbildung. Bisherigen Untersuchungen zufolge ist vor allem bei den stärkereichen 
Getreidearten mit hohen Kontaminationen zu rechnen (BLANK et al. 1999). Weiterhin kann 
man Ochratoxine auch in anderen pflanzlichen Produkten wie Erbsen, Bohnen, 
Sonnenblumenschrot, Erdnüssen, Baumwollsaaten und Heu (BAUER und GAREIS 1987; 
KROGH 1987), aber auch in Kaffee, Wein und Bier (SCOTT und KANHERE 1995; 
STEGEN et al. 1997; ZIMMERLI und DICK 1996) nachweisen. Tabelle 1 zeigt das 




Tabelle 1: Vorkommen von Ochratoxin A (OTA) in pflanzlichen Produkten 
Produkt Land Probenzahl Inzidenz OTA-Gehalt 
(µg/kg) 
Quelle 
Gerste Deutschland 39 31 % 0,1-2,7 (THELLMANN 
und WEBER 
1997) 
Weizen Dänemark 520 32 % 0,05-51 (JØRGENSEN et 
al. 1996) 
Weizen Schweiz 28 54 % 0,1-10,0 (NOSER et al. 
1996) 




& Kräuter  
Großbritannien 29 86 % 1,2-50,4 (PATEL et al. 
1996) 
 
Ochratoxin A gelangt aber nicht nur über pflanzliche Produkte in die Nahrungskette, sondern 
auch über Lebensmittel tierischen Ursprungs. Der Transfer von OTA aus den Futtermitteln in 
das tierische Gewebe (Carry-over) führte in Dänemark zu gesetzlich vorgeschriebenen 
Höchstmengen für OTA im Tierkörper, wobei der gesamte Schlachtkörper von Schweinen 
für untauglich erklärt wird, wenn der Gehalt von OTA in der Niere 25 µg/kg überschreitet 
(HÖHLER 1998). In Tabelle 2 sind Bespiele zum Vorkommen von OTA in Lebensmitteln 
tierischer Herkunft dargestellt. Aufgrund der inhomogenen, nestartigen Verteilung von OTA 
in Futtermitteln ist ein zuverlässiger Nachweis oft schwierig. Nach Untersuchungen von 
HULT et al. (1979) kann die Bestimmung im Schweineblut dagegen als zuverlässiger 
Nachweis für eine OTA-Kontamination des Futters genutzt werden. KROGH (1987) 
ermittelte eine hohe Korrelation zwischen der OTA Konzentration im Futtermittel und den 
OTA-Rückständen in Niere, Leber und Fettgewebe. Die durchschnittliche OTA-
Kontamination von Futtermitteln in Europa liegt bei 0,1-0,5 mg/kg und kann bei ungünstigen 






Tabelle 2: Vorkommen von OTA in Lebensmitteln tierischer Herkunft 






Norwegen Kuhmilch 40 6 11-58a (SKAUG 1999) 
 
Schweden Kuhmilch 36 5 10-40a (BREITHOLTZ-
EMANUELSSON 



















Dänemark Schweinefleisch 76 64 0,03-1,0b (JØRGENSEN 
1998) 
a ng/ml; b µg/kg 
 
Seit dem 5. April 2002 gelten in der Europäischen Gemeinschaft (VERORDNUNG (EG) 
NR. 472/2002) gesetzlich festgelegte Höchstgehalte für Getreide und Getreideerzeugnisse 
(5 µg/kg bzw. 3 µg/kg OTA) und getrocknete Weintrauben (10 µg/kg OTA). Nach LUSKY 
et al. (1995) steht für die Belastung des Menschen die direkte Aufnahme von OTA über 
pflanzliche Lebensmittel im Vordergrund. Nach Ansicht dieser Autoren dürfte die Aufnahme 
über Lebensmittel tierischer Herkunft von untergeordneter Bedeutung sein. 
 
2.3 Toxikologie von Ochratoxin A 
 
Akute Mykotoxikosen werden eher selten beobachtet, während Langzeitexpositionen mit 
geringen Mykotoxinmengen häufig zu chronischen Erkrankungen führen (PITTET 1998). 
Eine exakte Zuordnung eines speziellen Krankheitsbildes zu einem bestimmten Mykotoxin 
ist abgesehen von experimentell induzierten Fällen oft schwierig, da häufig mehrere 
Mykotoxine am jeweiligen Krankheitsbild beteiligt sind (CREPPY et al. 2004). Die Wirkung 
von OTA auf den Organismus ist vielfältig, die Nephrotoxizität steht jedoch im Vordergrund. 
Erstmals wurde 1956 eine bis dahin unbekannte Erkrankung der menschlichen Niere 
beschrieben, welche heute als endemische Balkan-Nephropathie bekannt ist (TANCHEV und 
DOROSSIEV 1991). Neuere Studien erhärten den Verdacht, dass OTA an der Entstehung 
dieser Erkrankung maßgeblich beteiligt ist (VRABCHEVA et al. 2004). Des Weiteren wird 
ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Balkan-Nephropathie und dem Entstehen 
von Tumoren des Nierenbeckens und der Harnleiter diskutiert (PFOHL-LESZKOWICZ et al. 
2002). OTA wurde von der International Agency for Research on Cancer als ein Gruppe 2B-
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Karzinogen eingestuft, für das zwar ausreichende Daten hinsichtlich der Karzinogenität im 
Tierversuch, jedoch nicht für entsprechende Wirkungen beim Menschen vorliegen (IARC 
1993). Die sogenannte „Dänische porcine Nephropathie“ gilt als Ochratoxikose (AUKEMA 
et al. 2004). Die charakteristischen Veränderungen der Niere, wie die Degeneration von 
proximalen Tubuli, interstitielle Fibrose und Hyalinisierung von Glomeruli, äußern sich in 
Polyurie, Glucosurie und Proteinurie sowie eingeschränkter Harn-Konzentrationsfähigkeit 
(HALD 1991). Weitere klinische Symptome sind Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit und 
Polydipsie, welche bei niedrigen OTA-Dosen auch ohne Beeinträchtigung des 
Allgemeinbefindens auftreten können (PLONAIT 1988). Die dauerhafte Applikation von 0,2 
bis 4 mg OTA/kg Futter über vier Monate führt nach KROGH et al. (1974) bei Schweinen 
zum Auftreten von Nephropathien. In Tabelle 3 finden sich Angaben zum „Lowest Observed 
Effect Level“ (LOEL) und „No Observed Effect Level“ (NOEL) von OTA bezüglich 
Nephrotoxizität und Karzinogenität bei Schwein, Maus und Ratte (WALKER 1999). Bei 
anderen Tierarten (z. B. Geflügel, Pferd) führt OTA zu ähnlichen Schädigungen der Niere. 
Durch den umfangreichen hydrolytischen Abbau von OTA zum weniger toxischen 
Metaboliten Ochratoxin α (ΟΤ α) und L-Phenylalanin durch die Vormagenmikroflora gelten 
Wiederkäuer als relativ unempfindlich gegenüber toxischen Effekten von OTA (RIBELIN et 
al. 1978). Einen Hinweis auf die Bedeutung des mikrobiellen Abbaus von OTA zu OTα und 
Phenylalanin in den Vormägen von Wiederkäuern liefert eine Untersuchung von 
SREEMANNARAYANA et al. (1988). Die Autoren verfütterten an je 2 nicht ruminierende 
Kälber 0,5, 1 und 4 mg OTA/kg LM. Bereits bei einer Dosis von 1 mg OTA/kg LM 
verendete eines von zwei Kälbern, bei 4 mg OTA/kg LM verendeten beide. Dagegen zeigten 
vier bereits ruminierende Kälber bei einer Dosis von 2 mg OTA/kg LM keine klinischen 
Symptome einer Ochratoxikose.  
Die Hauptursache für die im Vergleich zu OTA geringeren Toxizität von OTα liegt nach 
LI et al. (1997) in der gegenüber OTA 10-fach geringeren Halbwertszeit im Organismus. 
Dabei müssen aber die in den Vormägen herrschenden, durch die Fütterung beeinflussten 
Bedingungen (z.B. pH, Zusammensetzung der Pansenflora/-fauna, Passagerate) 
berücksichtigt werden (XIAO et al. 1991a; XIAO et al. 1991b). Selbst bei geringen 
Konzentrationen von OTA (< 0,4 mg/Tag) läuft die Hydrolyse von OTA zu OTα  und 
Phenylalanin beim Schaf nicht vollständig ab, somit ist die Entgiftungskapazität beim Schaf 
deutlich geringer als bisher in in-vitro Untersuchungen geschätzt wurde (BLANK et al. 
2003). Die Fütterung OTA-kontaminierter Futtermittel an Wiederkäuer scheint somit kein 
Weg zur vollständigen Detoxifikation zu sein.  
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Neben der Nephrotoxizität und Karzinogenität besitzt OTA auch teratogene, 
immunotoxische, genotoxische und möglicherweise neurotoxische Eigenschaften 
(PETZINGER und ZIEGLER 2000, KUIPER-GOODMAN und SCOTT 1989). Nach 
MARESCA et al. (2001) beeinträchtigt OTA auch die Barriere- und Absorptionsfunktion des 
Darmepithels. Die akute Toxizität von OTA äußert sich in Hämorrhagien, vor allem treten 
gastrointestinale Blutungen auf. Nach 5-9 Tagen tritt der Tod ein (GODIN et al. 1997). Die 
orale LD50 bei der Ratte beträgt 30,3 mg/kg KGW, das Schwein dagegen gehört zu einer 
empfindlicheren Spezies, hier liegt die orale LD50 bei 1 mg/kg KGW (KUIPER-GOODMAN 
und SCOTT 1989).  
 
Tabelle 3: LOEL1 und NOEL2 der Nephrotoxizität und Karzinogenität von OTA 
(WALKER 1999) 
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1LOEL: Lowest Observed Effect Level 
2NOEL: No Observed Effect Level 
 
Trotz der Vielzahl toxischer Effekte von OTA sind die Toxizitätsmechanismen noch nicht 
vollständig geklärt. In der Literatur werden mehrere Mechanismen beschrieben. In vitro- und 
in vivo-Untersuchungen belegen, dass OTA zu einer Reduktion der Proteinbiosynthese führt. 
Nach CREPPY et al. (1983) hemmt OTA das Enzym Phenylalanin-tRNA-Synthetase, das für 
die Aminoacylierung der für Phenylalanin spezifischen tRNA-Moleküle notwendig ist. 
Hierbei scheint es sich um eine kompetitive Hemmung von Phenylalanin durch OTA zu 
handeln. Allerdings muss in diesem Zusammenhang erwähnt werden, dass OTA in einer 
Computersimulation im Vergleich zum eigentlichen Substrat (Phenylalanyladenylat) nur eine 
geringe Affinität zur Phenylalanin-tRNA-Synthetase aufweist und nur ein schwacher 
Inhibitor dieses Enzyms zu sein scheint (MCMASTERS und VEDANI 1999). Trotz dieser 
Unterschiede in der Bindungsaffinität ist die Hemmung der Phenylalanin-tRNA-Synthetase 
durch OTA (1,3 mmol/l) effektiv, da in der Zelle OTA deutlich stärker als Phenylalanin 
2 LITERATURÜBERSICHT 8
angereichert werden kann. Die Konzentration von OTA in Hepatomzellen war 200- bis 300-
fach größer als im umgebenden Medium (CREPPY et al. 1983). Unter in vitro-Bedingungen 
war die OTA-induzierte Hemmung der Proteinsynthese von Ratten-Hepatozyten durch 
Zugabe von Phenylalanin vollständig reversibel (CREPPY et al. 1979). Des Weiteren 
konnten akut toxische Effekte von OTA bei Mäusen in vivo durch Phenylalanin aufgehoben 
werden. So zeigten CREPPY et al. (1980), dass alle Mäuse eine intraperitoneale Injektion 
einer an sich letalen Dosis von 0,8 mg OTA überlebten, wenn ihnen gleichzeitig 1,2 mg 
Phenylalanin appliziert wurde. Die Bedeutung der Phenylalanin-Seitenkette von OTA im 
Zusammenhang mit der Hemmung der Proteinbiosynthese geht auch aus Untersuchungen 
von CREPPY et al. (1983) hervor. Sie zeigten, dass unter in vitro-Bedingungen OTα, 
welches sich durch das Fehlen der Phenylalanin-Seitenkette von OTA unterscheidet, keine 
Hemmung der Proteinsynthese bewirkte. Untersuchungen zum Einbau von 14C-markierten 
Aminosäuren in Proteine von Leber, Niere und Milz wurden von CREPPY et al. (1984) an 
mit OTA behandelten Mäusen durchgeführt. Fünf Stunden nach intraperitonealer Injektion 
von 1 mg OTA/kg Körpergewicht war die Proteinsynthese in der Milz um 75%, in der Niere 
um 68% und in der Leber um 26% reduziert. Wurden 10 mg OTA/kg Körpergewicht und die 
zehnfache Konzentration an Phenylalanin gleichzeitig injiziert, war kein Einfluss auf die 
Proteinsynthese in den genannten Organen nachzuweisen. Die beobachteten Unterschiede 
bezüglich der Stärke der Effekte von OTA auf die Proteinsynthese in den verschiedenen 
Geweben sind möglicherweise auf eine unterschiedliche Gewebeakkumulation von OTA 
und/oder eine unterschiedliche Verfügbarkeit der Aminosäure Phenylalanin zurückzuführen 
(CREPPY et al. 1984). Sowohl durch OTA induzierte teratogene Effekte bei Ratten 
(MAYURA et al. 1984), immunsuppressive Effekte bei Mäusen (HAUBECK et al. 1981) als 
auch nephrotoxische Wirkungen bei der Ratte (KANE et al. 1986) können durch 
Phenylalanin weitgehend oder sogar vollständig aufgehoben werden. Diese Beobachtungen 
weisen darauf hin, dass eine Interaktion zwischen OTA und Phenylalanin bezüglich der 
toxischen Effekte dieses Mykotoxins eine Rolle spielt. Im Zusammenhang mit der Interaktion 
zwischen OTA und Phenylalanin sind auch Untersuchungen zur Wirkung von Aspartam (L-
Aspartyl-L-phenylalanylmethylester), einer strukturanalogen Verbindung von OTA und 
Phenylalanin, auf die Toxizität von OTA interessant. In Nierenzellen von Affen stellten 
BAUDRIMONT et al. (1997) in einer in vitro-Untersuchung eine OTA bedingte Reduktion 
der Proteinsynthese fest. Wurde Aspartam in zehnfach höherer Konzentration als OTA 
appliziert, so konnte ein partieller Schutz gegenüber der OTA-induzierten Reduktion der 
Proteinsynthese beobachtet werden. Der Effekt war wesentlich ausgeprägter, wenn Aspartam 
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24 Stunden vor der Applikation von OTA verabreicht wurde. Aspartam verhinderte in dieser 
Untersuchung die durch OTA bedingte Reduktion der Enzymaktivitäten von Laktat-
Dehydrogenase, γ-Glutamyl-Transferase und alkalischer Phosphatase. Bei gleichzeitiger 
Applikation verhinderte Aspartam nephrotoxische und genotoxische Effekte von OTA bei 
Mäusen, wobei eine reduzierte Proteinbindung von OTA (dies führt zu einer schnelleren 
Elimination) sowie das bei der Spaltung von Aspartam freigesetzte Phenylalanin von 
Bedeutung sein dürften (CREPPY et al. 1998). Auch BAUDRIMONT et al. (2001) nahmen 
nach in vivo-Untersuchungen bei Ratten an, dass Aspartam die OTA-induzierte 
Nephrotoxizität durch kompetitive Bindung an Plasmaproteine reduzierte. Hauptsächlich 
wurde in ihren Untersuchungen die durch OTA induzierte Karyomegalie von Nierenzellen 
durch den Einsatz von Aspartam verhindert. Eine reduzierte Proteinbindung von OTA durch 
Aspartam oder Phenylalanin konnten SCHWERDT et al. (1999) allerdings nicht bestätigen. 
Die Autoren bestimmten anhand der Aktivität von Meerettich-Peroxidase, die kovalent an 
OTA gekoppelt war, die Bindung von OTA an verschiedene Proteine. Die Zugabe von 
Aspartam und Phenylalanin hatte keinen Effekt auf die Proteinbindung von OTA. 
 
Der zweite Toxizitätsmechanismus betrifft den Einfluss von OTA auf die Funktionen der 
Mitochondrien. In in vitro-Studien an aus der Rattenleber isolierten Mitochondrien wiesen 
MEISNER und CHAN (1974) und WEI et al. (1985) nach, dass OTA die oxidative 
Phosphorylierung hemmt, wobei eine Hemmung der in der inneren Mitochondrienmembran 
lokalisierten, am Transport von Wasserstoff bzw. Protonen und Elektronen beteiligten 
Enzymkomplexe eine Rolle spielt. In weiteren Untersuchungen an mitochondrialen 
Präparationen fand MEISNER (1976), dass die mitochondriale Aufnahme von OTA ein 
energieabhängiger Prozess ist, der zur ATP-Depletion führt. Des Weiteren konnte dieser 
Autor zeigen, dass OTA auch den Phosphattransport durch die Mitochondrienmembran 
hemmt. Nach Untersuchungen von ALEO et al. (1991) scheint die OTA-Toxizität im 
proximalen Tubulus der Rattenniere vor allem auf eine Hemmung der Mitochondrienfunktion 
und nicht auf einer Eisen-abhängigen Lipidperoxidation zu beruhen. Die Bedeutung der 
durch OTA verursachten Veränderungen der Mitochondrien bzw. deren Funktionen im 
Rahmen der Toxizität von OTA ist allerdings unklar, da OTα, welches im Vergleich zu OTA 
wesentlich weniger toxischer ist, die mitochondriale Atmung in stärkerem Ausmaß als OTA 
hemmt (MOORE und TRUELOVE 1970). Da keine Daten für die Effekte von OTA auf die 
Mitochondrienfunktion bei niedrigen OTA-Konzentrationen vorlagen, untersuchten EDER et 
al. (2000) den Einfluss von nanomolaren OTA-Konzentrationen auf die Funktion von 
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Mitochondrien und die intrazelluläre pH-Homöostase von humanen Nierenepithelzellen. Sie 
schlossen aus ihren Ergebnissen, dass OTA den Stoffwechsel von Mitochondrien und den 
Na+/H+-Austauscher durch Störung der intrazellulären Ca2+-Homöostase aktiviert. Folglich 
würde OTA, in toxikologisch relevanten Konzentrationen, wie ein Modulator der zellulären 
Homöostase wirken, und nicht wie ein „klassisches“ Toxin durch Störung der Zellintegrität. 
 
In vielen Studien wurde nachgewiesen, dass OTA oxidativen Stress in konzentrations-
abhängiger Weise auslöst. Nach HASINOFF et al. (1990) und OMAR et al. (1990) bildet 
OTA ein Chelat mit Eisen, welches in Gegenwart von NADP-abhängigen Cytochrom-P450-
Oxidoreduktasen zur Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS) führt. Diese 
reagieren wiederum mit Lipiden unter Bildung von Lipidperoxiden. Dies kann sich in einer 
Modifikation der Membranpermeabilität äußern und letztendlich zur Zellnekrose führen 
(CREPPY et al. 1995). In einer in vitro-Untersuchung von RAHIMTULA et al. (1988) wurde 
gezeigt, dass OTA in Lebermikrosomen der Ratte die Rate der NADPH- oder Ascorbat-
abhängigen Lipidperoxidation, die anhand des Anstiegs von Malondialdehyd erfasst wurde, 
steigerte. Auch in vivo konnten diese Autoren durch Verabreichung von OTA an Ratten eine 
erhöhte Lipidperoxidation zeigen (Anstieg der Ethan-Exhalationsrate um das Siebenfache). In 
einer Studie von PETRIK et al. (2003) wurde ebenso die Bildung von Malondialdehyd als 
Maß für den durch OTA ausgelösten oxidativen Stress herangezogen. Die Autoren wiesen 
einen Anstieg der Malondialdehyd-Konzentration von 36% bei über 60 Tagen mit niedrigen 
OTA-Konzentrationen behandelten Ratten nach. Dagegen konnten GAUTIER et al. (2001b) 
keinen Anstieg häufig verwendeter Indikatoren von oxidativem Stress, wie z.B. 
Malondialdehyd in Plasma, Niere und Leber oder auch 8-Oxoguanin (Marker für DNA-
Schäden) bei über 24 Stunden mit bis zu 2 mg OTA/Tier behandelten Ratten nachweisen. 
Andererseits konnten dieselben Autoren bei mit 1 mg/kg KGW OTA behandelten Ratten das 
Absinken von α-Tocopherol im Plasma um 22% und eine fünffach stärkere Expression der an 
der Bildung von ROS beteiligten  Häm-Oxygenase–1 (insbesondere in der Niere) beobachten. 
Die Produktion von ROS wird unter anderem auch durch Antioxidantien (z.B. Vitamine C 
und E) kontrolliert. Durch die Zugabe des Antioxidans Trolox C, einem wasserlöslichen 
Vitamin E-Analogon, konnte die genotoxische Wirkung von OTA bei E. coli verhindert 
werden (MALAVEILLE et al. 1994). Einen ähnlichen protektiven Effekt bei Mäusen konnten 
BOSE und SINHA (1994) für Vitamin C und KUMARI und SINHA (1994) für Vitamin A 
zeigen. Auch BALDI et al. (2004) zeigten an verschiedenen Zelllinien eine signifikante 
Reduktion der OTA-induzierten ROS-Produktion durch Präinkubation der Zellen mit α-
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Tocopherol oder Retinol. Primäre proximale Tubuluszellen und Zellkulturen, welche 
charakteristische Züge von proximalen Tubulszellen aufweisen, wurden in einer Studie von 
SCHAAF et al. (2002) verwendet, um die Reaktion auf den OTA-vermittelten oxidativen 
Stress zu untersuchen. Unter der Einwirkung von OTA ergab sich ein konzentrations-
abhängiger Anstieg von ROS, eine Verringerung des zellulären Glutathions (GSH) und eine 
Steigerung der 8-Oxoguanin-Bildung. Die Autoren schlossen aus diesen Ergebnissen, dass 
oxidativer Stress zu der tubulären Toxizität von OTA beiträgt. 
 
Die durch Reduzierung der Proteinbiosynthese und Bildung von ROS induzierte Störung der 
Zellvitalität, die letztendlich zum Zelltod führt, scheint nach GEKLE et al. (2000) nur bei 
mikromolaren oder höheren OTA-Konzentrationen eine Rolle zu spielen. Die Autoren zeigten 
in in vitro-Untersuchungen, dass OTA in nanomolaren Konzentrationen in renalen 
Tubulusepithelzellen Apoptose induzierte, ohne allgemeine Zellschäden auszulösen. Dieser 
Mechanismus soll die nephrotoxischen und teratogenen Effekte erklären, die bei 
Langzeitexpositionen mit niedrigen OTA-Konzentrationen beobachtet werden. PETRIK et al. 
(2003) schlossen aus einer Studie an Ratten, die über 10, 30 und 60 Tage mit 120 µg/kg 
KGW OTA behandelt wurden, dass die initiale Entwicklung einer tubulointerstitiellen 
Nephropathie durch OTA über eine Stimulierung apoptotischer Prozesse beeinflusst wird. 
Der Apoptose-auslösende Mechanismus von OTA ist allerdings noch ungeklärt. 
SCHWERDT et al. (2004) schlossen aber aus, dass ein Zusammenbruch des mitochondrialen 
Membranpotentials als induzierender Faktor der Reaktionskette, die letztendlich zur 
Aktivierung der Metalloprotease Caspase-3, der DNA-Fragmentierung und zuletzt zum 
Zelltod führt, verantwortlich ist. Weiterhin beobachteten die Autoren, dass der intra- und 
extrazelluläre pH-Wert einen wichtigen Einfluss auf die OTA-induzierte Apoptose in Madin-
Darby-Canine-Kidney-Zellen (MDCK-C7) hat. Ein saurer pH-Wert der Zellumgebung 










2.4 Bioverfügbarkeit von OTA 
 
An der oralen Bioverfügbarkeit bzw. Toxikokinetik einer Substanz sind mehrere Prozesse wie 
intestinale Absorption, Verteilung in und Elimination aus verschiedenen Organen bzw. 
Geweben, first pass-Effekte (z.B. Metabolisierung in Darmmukosa und Leber) und 
Proteinbindung im Blut beteiligt. 
 
2.4.1 Gastrointestinale Absorption von OTA 
Die Absorption von OTA aus dem Verdauungstrakt wurde bisher nur in wenigen Studien 
untersucht. Nach ROTH et al. (1988) findet bereits eine OTA-Absorption aus dem Magen 
statt, die bei Zusatz von Phenylalanin sogar noch beschleunigt wird. Die Autoren führten dies 
auf die Inhibition der Bindung von OTA an Nahrungsproteine zurück, die eine Absorption 
von OTA verzögern würde. KUMAGAI und AIBARA (1982) konnten in Versuchen, bei 
denen OTA in abgebundene Segmente von Magen, Dünndarm und Dickdarm von Ratten 
injiziert wurde, nachweisen, dass eine OTA-Absorption in allen untersuchten Abschnitten 
stattfinden kann. Nach Applikation in das proximale Jejunum lag allerdings der als Parameter 
für die OTA-Absorption gemessene OTA-Blutspiegel deutlich höher als bei den übrigen 
untersuchten Abschnitten. Aus diesen Ergebnissen folgerten die Autoren, dass im proximalen 
Jejunum die höchste Absorptionskapazität für OTA vorliegt. Weiterhin zeigten sie eine 
Sekretion von OTA. Dies trat aber nur klar hervor, wenn die luminale OTA-Konzentration 
deutlich unter der Plasmakonzentration von OTA lag. In einer in vivo-Untersuchung an 
Ratten konnte KUMAGAI (1988) zeigen, dass bei jejunaler Perfusion mit einer OTA-
haltigen Lösung eine Netto-Absorption von OTA entgegen einen vom Blut ins Darmlumen 
gerichteten Konzentrationsgradienten erfolgt. Weiterhin konnte der Autor in in vitro-Studien 
an Jejunumsegmenten von Ratten beobachten, dass mit steigender OTA-Konzentration und 
absinkendem pH-Wert die Absorption von OTA ansteigt. Der Autor begründete diesen 
Sachverhalt damit, dass vor allem die nicht-ionisierte Form von OTA in die Darmmukosa 
aufgenommen wird. BERGER et al. (2003) untersuchten an der humanen intestinalen Caco-2 
Zelllinie die Absorption von OTA in vitro. Bei Konditionen, die denen im Duodenum sehr 
ähnlich sind (apikaler pH-Wert 6,0, basolateral 7,4) wurde ein OTA-Transport von apikal 
nach basolateral beobachtet, während bei einem beidseitigen pH-Wert von 7,4 der Transport 
von OTA von basolateral nach apikal überwog. Wurde dem basolateralen Kompartiment 
Serumalbumin zugesetzt, erhöhte sich der Transport von apikal nach basolateral. Die Autoren 
schlussfolgerten daraus, dass in vivo die intestinale Sekretion von OTA durch die hohe 
Proteinbindung verhindert wird.  
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Ähnlich wie im Dünndarm wird auch die Absorption von OTA aus den Vormägen der 
Wiederkäuer durch den pH-Wert des Panseninhalts beeinflusst. So fanden XIAO et al. 
(1991a) eine 4,3 fach höhere Bioverfügbarkeit von OTA bei Schafen, wenn die Tiere mit 
einer Kraftfutter-reichen Ration im Vergleich zu einer Rauhfutter-reichen Ration gefüttert 
wurden. In einer weiteren Publikation dieser Arbeitsgruppe wurden unter diesen Konditionen 
pH-Werte in der Pansenflüssigkeit von 5,7 bzw. 7,1 gemessen (XIAO et al. 1991b). Die 
Autoren diskutierten die höhere Bioverfügbarkeit von OTA bei niedrigen pH-Werten im 
Pansen allerdings nicht auf der Basis einer verbesserten Absorption aus den Vormägen, 
sondern nahmen als alleinige Ursache die bei niedrigeren pH-Werten veränderte 
Zusammensetzung der mikrobiellen Population (v.a. Rückgang der Protozoen), die zu einer 
reduzierten Abbaurate von OTA zu OTα führt, an. Wahrscheinlich tragen beide Prozesse, 
d.h. ein verminderter Abbau sowie eine gesteigerte Absorption, zur höheren Bioverfügbarkeit 
von OTA bei azidogenen Rationen bei. Auch BLANK et al. (2004) betrachten es als eine 
Möglichkeit, dass OTA bei niedrigen pH-Werten bereits im Pansen absorbiert wird. In ihren 
Untersuchungen führte ein hoher Konzentratfutteranteil in der Ration (70 % 
Konzentratfutter) zu einer signifikanten Absenkung des ruminalen pH-Werts im Vergleich 
zur Kontrollgruppe (30 % Konzentratfutter) und ging mit einer erhöhten ruminalen 
Verweildauer und einer gesteigerten systemischen Verfügbarkeit von OTA einher. 
 
2.4.2 Proteinbindung und Gewebeverteilung von Ochratoxin A 
Nach der Absorption aus dem Verdauungstrakt (untersuchter Konzentrationsbereich: 62,4-
374,4 µg/ml OTA) wird OTA hauptsächlich im Blut und nur zu einem geringen Anteil in der 
Lymphe transportiert (KUMAGAI und AIBARA 1982). Dabei bindet sich OTA fast 
vollständig an Plasmaproteine (GALTIER 1974). So wurde gezeigt, dass OTA an 
Serumalbumine (CHU 1971) und eine nicht näher charakterisierte Proteinfraktion mit einem 
Molekulargewicht von 20 kDa bindet, die eine noch höhere Bindungsaffinität für OTA im 
Vergleich zu Serumalbumin aufweist (STOJKOVIC et al. 1984). In einer neueren Studie 
wiesen SCHWERDT et al. (1999) nach, dass OTA nahezu an alle Serumproteine bindet 
(OTA-Konzentration: 1 µmol/l). In geringen Mengen konnte auch freies OTA im Blut 
nachgewiesen werden. 
HAGELBERG et al. (1989) untersuchten den Anteil an freiem OTA im Blut bei 
verschiedenen Spezies (Gesamtkonzentration: 10-6 bis 10-9 mol OTA/l). Diesen 
Untersuchungen zufolge liegt der freie Anteil bei der Wachtel, der Ratte und dem Affen bei 
weniger als 0,2 % der OTA-Gesamtkonzentration, während beim Karpfen 22 % des OTA in 
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ungebundener Form vorliegt. KUMAGAI (1985) zeigte deutlich, dass die Proteinbindung zur 
Verzögerung der Elimination von OTA aus der systemischen Zirkulation beiträgt. Bei 
Albumin-defizienten Ratten, deren Albuminkonzentration ungefähr 1 % der von normalen 
Ratten betrug, trat eine viel schnellere Abnahme des Plasmaspiegels und eine 20-70fach 
höhere Ausscheidungsrate von OTA in Harn und Galle im Vergleich zu Kontrolltieren auf. 
Die Halbwertszeit von OTA im Blut ist speziesabhängig. Sie beträgt beim Menschen 850 
Stunden (STUDER-ROHR et al. 2000), beim Schwein 88,8 und beim Huhn 4,1 Stunden nach 
oraler Applikation (GALTIER et al. 1981). Die von ZEPNIK et al. (2003) bestimmte 
Bluthalbwertszeit von OTA bei F344-Ratten liegt bei 230 Stunden. In dieser Studie wurde in 
einer Einzeldosis 0,5 mg/kg KGW OTA in Maisöl über eine Magensonde verabreicht. LI et 
al. (1997) zeigten anhand von pharmakologischen Untersuchungen an Ratten, dass die 
Halbwertszeit von OTA wesentlich länger ist als die seiner Metabolite (z.B. OTα). 
Nach intravenöser Gabe von 14C-markiertem OTA wurde von BREITHOLTZ-
EMANUELSSON et al. (1991) die Verteilung von OTA in verschiedenen Geweben mittels 
Ganzkörper-Autoradiographie bei der Ratte und von FUCHS et al. (1988) bei der Japanischen 
Wachtel untersucht. In beiden Studien waren das Blut, die Niere und die Leber die Gewebe 
mit der höchsten Radioaktivität. Eine umfangreiche Akkumulation von Radioaktivität wurde 
auch im Darminhalt und im Urin gefunden. Untersuchungen an Schlachtschweinen, denen 
über eine längere Zeit OTA mit dem Futter verabreicht worden war, stimmen mit diesen 
Befunden überein (MORTENSEN et al. 1983, LUSKY et al. 1995). Demnach lässt sich 
folgende Rangierung bezüglich der Akkumulation von OTA in Organen bzw. Geweben 




2.4.3 Hepatische Aufnahme von Ochratoxin A 
Die Aufnahme von OTA in die Leberzelle erfolgt über ein organische Anionen 
transportierendes Polypeptid (oatp1). KONTAXI et al. (1996) bestimmten an isolierten 
Ratten-Hepatozyten einen sättigbaren, temperatur- und energieabhängigen Transport von 
OTA. Diese OTA-Aufnahme konnte durch verschiedene Gallensäuren, Sulfobromophtahlein 
und dem Thrombin-Inhibitor CRC 220 (ein modifiziertes Dipeptid) gehemmt werden. Studien 
an Xenopus laevis-Oozyten ergaben eine oatp1-spezifische OTA-Aufnahme mit einem Km-
Wert von 16,6 µmol/l. Dagegen wurde OTA nicht über den hepatischen Na+/Taurocholat-
Cotransporter in die Oozyten aufgenommen. Wie auch schon bei den isolierten Ratten-
Hepatozyten beobachtet, inhibierten bekannte oatp1-Substrate (z.B. Taurocholat, 
Glycocholat, Sulfobromaphthalein) die OTA-Aufnahme in die Oozyten. Diese Ergebnisse 
identifizieren OTA als ein weiteres Substrat des multispezifischen oatp1. Weiterhin wurde 
eine 10-fach höhere Affinität von OTA zu den bei der Ratte exprimierten oatp1 im Vergleich 
zu humanen OATP ermittelt. Die Autoren schlossen daraus, dass die hepatische OTA-
Elimination über oatp einen größeren Einfluss auf die in vivo-Halbwertszeit von OTA hat, als 
bisher angenommen und diesbezügliche Unterschiede zwischen Spezies auch 
speziesabhängige Unterschiede in der OTA-Halbwertszeit erklären können. 
 
2.4.4 Metabolisierung von Ochratoxin A in Darm und Leber 
Bereits im Magendarmtrakt wird ein Teil des OTA durch Abspaltung von Phenylalanin zum 
weniger toxischen OTα abgebaut. Wahrscheinlich wird diese Hydrolyse hauptsächlich durch 
mikrobielle Enzyme bewerkstelligt, da in vitro zwar eine Spaltung von OTA durch die 
Pankreasenzyme Carboxypeptidase A und Chymotrypsin beschrieben wurde (PITOUT 1969, 
DOSTER und SINNHUBER 1972), Untersuchungen von MADHYASTHA et al. (1992) an 
mit Neomycin behandelten Ratten aber zeigten, dass der Darmflora eine große Bedeutung 
zukommt. Im Vergleich zur Kontrolle führte die orale Gabe des Antibiotikums zu einem 
deutlichen Anstieg des OTA-Spiegels im Blut sowie zu einer Erhöhung der OTA-
Ausscheidung und einem entsprechenden Rückgang der OTα-Elimination über Kot und Harn. 
Eine umfangreiche Hydrolyse von OTA zu OTα wurde auch in vitro mit Panseninhalt 
(MÜLLER 1995) sowie Zäkum- und Koloninhalt von Ratten nachgewiesen 
(MADHYASTHA et al. 1992). In Homogenaten von Leber und Niere fand dagegen keine 
oder nur eine sehr geringe Transformation von OTA zu OTα statt (HANSEN et al. 1982, 
STORMER et al. 1983). 
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In Untersuchungen mit Mikrosomen aus der Leber von Mensch, Schwein und Ratte zeigten 
STORMER et al. (1981), dass in Gegenwart von NADPH OTA durch Cytochrom-P450-
Oxidoreduktasen zu (4R)- und (4S)-Hydroxyochratoxin A hydroxyliert wird. Auch 
GAUTIER et al. (2001a) bestätigten, dass beim P450-abhängigen Metabolismus von OTA in 
Mikrosomen der Rattenleber 4-(R)-OH-OTA als Hauptmetabolit entsteht. 
Die Elimination von OTA erfolgt über den Harn und die Galle. Der oszillierende 
Konzentrationsverlauf von OTA im Blut deutet auf einen enterohepatischen Kreislauf hin 
(ROTH et al. 1988). Die Autoren fanden in einer Untersuchung an Mäusen, dass zwischen 28 
und 68 % des ausgeschiedenen OTA zusammen mit dessen Metaboliten in der Galle in 
konjugierter Form vorliegen (Glucuronide und Sulfate), während im Dünndarm keine OTA-
Konjugate nachzuweisen waren. Sie vermuteten, dass die biliär sezernierten konjugierten 
Formen durch die intestinale Mikroflora dekonjugiert und das freigesetzte OTA bzw. dessen 
Metabolite reabsorbiert werden.  
 
2.4.5 Renale Sekretion und Reabsorption von Ochratoxin A  
Da die Niere eine Schlüsselposition in der Toxizität von OTA einnimmt, gibt es zahlreiche 
Untersuchungen bezüglich der renalen Transportmechanismen von OTA. Die renale 
Elimination von OTA trägt zu 50 % zur Gesamtausscheidung bei (LI et al. 1997). Aufgrund 
der hohen Bindungsaffinität von OTA zu Plasmaproteinen (HAGELBERG et al. 1989) dürfte 
die glomeruläre Filtration von OTA gering sein. Somit erfolgt die renale Ausscheidung von 
OTA hauptsächlich über tubuläre Sekretion. 
BAHNEMANN et al. (1997) untersuchten am Model der Amphibien-Niere die trans-
epitheliale Sekretion von OTA. Die Autoren stellten fest, dass es sich bei der transepithelialen 
Sekretion von OTA um einen saturablen Prozess mit einem Km-Wert von 0,63 µmol/l 
handelte, der zu einer konzentrationsabhängigen Akkumulation von OTA im Tubuluslumen 
und renalen Gewebe führte. Die Autoren schlossen aus ihren Ergebnissen, dass die 
transepitheliale Sekretion einen effektiven Weg zur Akkumulation von OTA im 
Tubuluslumen und damit zur renalen Exkretion darstellt. Sie folgerten, dass der basolaterale 
organische Anionentransporter und ein basolateraler Aminosäurentransporter die aktiven 
Mechanismen bei der transepithelialen Sekretion darstellen. 
Die Sekretion von organischen Anionen in der Niere, wie z.B. PAH, Furosemid oder 
Penicillin erfolgt über den organischen Anionentransporter. Organische Anionen werden z.B. 
von Epithelzellen des proximalen Tubulus basolateral im Austausch gegen Dicarboxylate 
(z.B. α-Ketoglutarat, Succinat) in die Zelle aufgenommen. Dieser Transport ist tertiär aktiv, 
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die Dicarboxylate werden dabei über einen sekundär aktiven Mechanismus in der Zelle 
akkumuliert, können aber auch aus dem Zellstoffwechsel stammen (z.B. aus dem 
Citratzyklus). Dicarboxylate gelangen sekundär aktiv mithilfe des Symports von drei 
Natriumionen in die Zelle. Der Natriumgradient wird durch die basolateral lokalisierte Na/K-
ATPase generiert. Der luminale Austritt von organischen Anionen erfolgt passiv entlang des 
elektrochemischen Gradienten oder primär-aktiv über das Multidrug Resistance Associated 
Protein (MRP2) (SILBERNAGL 2001). 
Auch WELBORN et al. (1998) und GROVES et al. (1999) konnten in ihren Untersuchungen 
bestätigen, dass der organische Anionentransporter bei der renalen Sekretion von OTA eine 
große Rolle spielt. WELBORN et al. (1998) untersuchten anhand isolierter Tubuli der 
Kaninchenniere den peritubulären (= basolateralen) Transport von OTA. Ihre Ergebnisse 
zeigten, dass es sich um einen saturablen Prozess mit einem Km-Wert von 2,2 ± 0,3 µmol/l 
handelt. GROVES et al. (1999) fanden an primären Kulturen von renalen proximalen 
Tubuluszellen der Kaninchenniere, dass der sekretorische OTA-Flux achtfach höher als der 
absorptive Flux war, woraus sich eine Nettosekretion ergibt. Die kinetischen Analysen 
ergaben einen sättigbaren Transportprozess mit einem Km-Wert von 0,33 ± 0,21 mmol/l. 
In einer Studie an proximalen Tubuluszellen des Oppossums stellten SAUVANT et al. (1998) 
fest, dass eine OTA-Exposition die Funktion des organischen Anionentransporters 
einschränkt. In einer proteinfreien Lösung reduzierte der Zusatz von OTA akut den PAH-
Transport in den proximalen Tubuluszellen, während bei einer proteinhaltigen Lösung (4 g/l 
Bovines Serumalbumin) dieser Effekt komplett aufgehoben war. Die Autoren führten dies 
auf die Bindung von OTA auf das bovine Serumalbumin zurück, wodurch die Reduktion des 
PAH-Transports durch kompetitive Inhibition eingeschränkt wird. Im Gegensatz dazu trat bei 
einer Langzeitexposition von OTA (über 72 h) auch bei dem Zusatz von bovinem 
Serumalbumin eine Inhibition des PAH-Transportes auf. Da der OTA-Effekt erst nach 48 h 
maximal ausgeprägt war, folgerten die Autoren, dass es sich nicht um kompetitive Inhibition 
wie bei der akuten Exposition mit OTA handelt. In weiteren Versuchen wurde beobachtet, 
dass OTA direkt den Austausch von PAH und Dicarboxylaten und nicht etwa vorgeschaltete 
metabolische Prozesse, die zu niedrigeren Konzentrationen an Dicarboxylaten führen, hemmt 
oder die Na+/K+-ATPase beeinträchtigt. Zusammenfassend folgerten die Autoren, dass OTA 
seine eigene Elimination verzögert und somit auch die eigene Halbwertszeit verlängert. Auch 
TSUDA et al. (1999) wiesen an Xenopus laevis-Oozyten, die den organischen 
Anionentransporter 1 exprimierten, sowie an murinen proximalen Tubuluszellen eine OTA-
Aufnahme über den organischen Anionentransporter 1 nach. 
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In der Arbeit von BURCKHARDT und BURCKHARDT (2003) wird eine Übersicht über 
den Transport von organischen Anionen über die basolaterale Membran von proximalen 
Tubulusepithelzellen gegeben. Neben dem  organischen Anionentransporter 1 werden auch 
der organischen Anionentransporter 2 und 3 als Transporter für OTA eingeordnet. Während 
beim Transport über den organischen Anionentransporter 1 organische Anionen (OA-) im 
Austausch gegen α-Ketoglutarat über die Zellmembran transportiert werden, ist der 
Mechanismus für die Energetisierung bei den beiden letztgenannten noch ungeklärt. Es 
bestehen spezies- und geschlechtsabhängige Unterschiede in der Expression dieser drei 
Transporter als auch der Effluxmechanismen, über die die organischen Anionen die Zelle 
luminal wieder verlassen. Insbesondere über die Bedeutung der Effluxmechanismen (hier 
werden ein OA--Uniporter, ein OA-/Cl--Antiporter, ein OA-/α-Ketoglutarat-Antiporter und 
ein durch ATP direkt energetisierter Transporter (MRP2) beschrieben) besteht noch 
Unklarheit. In einer Studie von CHA et al. (2000) wird der humane organische 
Anionentransporter 4 (hOAT4) als ein neuer multispezifischer Anionentransporter 
beschrieben, der in der Niere und der Plazenta exprimiert wird. In Xenopus laevis-Oozyten 
vermittelte der hOAT4 neben anderen OA- auch den Transport von OTA. Aufgrund der 
plazentaren Expression  könnte er auch für die Elimination von toxischen Anionen aus dem 
fetalen Kreislauf eine Rolle spielen. Eine weitere Form organischer Anionentransporter ist 
der murine organische Anionentransporter 5 (oat5), der von YOUNGBLOOD und SWEET 
(2004) identifiziert und funktionell charakterisiert wurde. Xenopus laevis-Oozyten, die den 
murinen oat5 exprimieren, akkumulierten vermehrt OTA als Kontroll-Oozyten. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass OTA basolateral über organische 
Anionentransporter in die Zellen des proximalen Tubulus aufgenommen wird. Die 
Unterschiede in der Lokalisation und Ausprägung der Transporter der organische Anionen 
Transporter-Familie könnten für die spezies- und geschlechtsabhängigen Unterschiede in der 
Sekretion und damit auch der Toxizität und Halbwertszeit von OTA verantwortlich sein. 
OTA gelangt aber nicht nur aus dem Blut über die basolaterale Membran, sondern auch über 
Reabsorption aus dem Tubuluslumen in die Tubuluszellen. In situ-Mikropunktionen an 
proximalen und distalen Tubuli von Wistar-Ratten zeigten nach Mikroinfusion von OTA 
sowohl in den proximalen als auch in den distalen Tubuli eine Reabsorption des Mykotoxins. 
In den distalen Tubuli war die Reabsorption in dem untersuchten Konzentrationsbereich von 
0-0,5 mmol/l OTA nicht sättigbar und betrug 20 % des infundierten OTA. In den proximalen 
Tubuli wurde 70 % des infundierten OTA absorbiert und die Absorption war zu einem 
gewissen Teil sättigbar. Die OTA-Reabsorption zeigte eine pH-Wert-Abhängigkeit, die sich 
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in einem Abfall von 70 auf 40 % im proximalen Tubulus und von 20 auf 10% im distalen 
Tubulus äußerte, wenn der pH-Wert der Infusionslösung von 6,0 auf 7,4 angehoben wurde. 
Die Sättigbarkeit, die signifikante Reduktion durch die Applikation der Dipeptide 
Glycylsarcosin und Carnosin und die pH-Wert-Abhängigkeit der Reabsorption von OTA im 
proximalen Tubulus weisen auf eine Beteiligung des H+/Dipeptid-Cotransporters hin. 
Dagegen scheint die Reabsorption von OTA im distalen Tubulus ausschließlich auf 
nichtionischer passiver Diffusion zu beruhen. Diese Annahme stützt sich auf die 
Beobachtungen, dass die Reabsorption in den distalen Abschnitten des Nephrons nicht 
sättigbar war und eine pH-Abhängigkeit zeigte. Die Reduktion der Reabsorption im distalen 
Tubulus von 20 auf 10% bei einem Anstieg des pH-Wertes von 6,0 auf 7,4 kann durch den 
Anstieg der dissoziierten Form von OTA erklärt werden, die aufgrund der negativen Ladung 
schlechter passiv absorbiert wird. Die Autoren schlossen aus den Ergebnissen, dass die 
Reabsorption die renale Elimination von OTA verzögert und zu einer Akkumulation in der 
Niere führt (ZINGERLE et al. 1997). Eine Inhibition der OTA-Reabsorption könnte die 
Elimination beschleunigen und somit die Toxizität reduzieren. BLANK und WOLFFRAM 
(2004) konnten in einer Untersuchung mit Schweinen zeigen, dass die Zulage von 2 % 
Natriumbikarbonat zum Futter den Harn-pH-Wert signifikant erhöhte und so die renale 
Elimination von OTA erhöht wurde. Unter Verwendung einer Mikroinfusionmethode 
untersuchten DAHLMANN et al. (1998) die segmentspezifische (proximaler gewundener 
Tubulus, gerader Teil des proximalen Tubulus, aufsteigender Schenkel der Henle’schen 
Schleife, distaler Tubulus und terminales Sammelrohr) Reabsorption von OTA. Sie 
beobachteten, dass OTA in allen untersuchten Abschnitten reabsorbiert werden kann, vor 
allem aber im geraden Teil des proximalen Tubulus, im aufsteigenden Schenkel der 
Henle’schen Schleife und im terminalen Sammelrohr. Die OTA-Aufnahme wurde im geraden 
Teil des proximalen Tubulusabschnitts durch ein apikal lokalisiertes organische Anionen 
transportierendes Polypeptid (oatK1) vermittelt, während im proximalen gewundenen 
Tubulusabschitt der H+/Dipeptid-Cotransporters beteiligt war. Auch SCHWERDT et al. 
(1997) zeigten anhand von zwei Sammelrohr-Zelllinien (Madin-Darby Canine Kidney Cells 
7 und 11, MDCK-C7 und MDCK-C11), dass OTA zum einen über nichtionische passive 
Diffusion, zum anderen möglicherweise über einen Protonen-gekoppelten 
Dipeptidtransporter in die Zellen aufgenommen wird. Eine zelluläre Aufnahme von OTA 
über die basolateralen Membranabschnitte wurde nicht beobachtet. In einer weiteren Studie 
untersuchten SCHWERDT et al. (1998) die apikale Aufnahme von OTA in MDCK-C11-
Zellen genauer. Neben Dipeptiden inhibierten auch die β-Lactam-Antibiotika Cephalexin und 
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Ceftibuten die OTA-Absorption, so dass die Beteiligung des H+/Dipeptid-Cotransporters 
bestätigt werden konnte. Weiterhin übten auch Taurocholat und Methotrexat, Substrate des 
organische Anionen transportierendes Polypeptids, eine partielle Hemmung auf die OTA-
Aufnahme aus, während Aspartam keine Effekte hervorrief. Die Autoren folgerten aus ihren 
Ergebnissen, dass der H+/Dipeptid-Cotransporter zu 30 % und ein organische Anionen 
transportierendes Polypeptid sowie Diffusion zu je 20 % an der Absorption von OTA 
beteiligt sind. Der nicht erklärte Anteil wurde auf einen noch nicht identifizierten, aber pH-
abhängigen Mechanismus zurückgeführt. Auch TAKEUCHI et al. (2001) ordneten OTA als 
Substrat zweier multispezifischer Anionentransporter (oatK1 und oatK2) ein. Die 
organischen Anionen-Transporter der Niere werden zwei Genfamilien zugeordnet, den 
organischen Anionen Transportern und den nierenspezifischen organischen Anionen 
transportierenden Polypeptiden (INUI et al. 2000; DRESSER et al. 2001). Während die 
organischen Anionen Transportern 1-3 in der Regel in der basolateralen Membran (BLM) 
lokalisiert sind und als Modellsubstrat PAH transportieren, befinden sich die organischen 
Anionen transportierenden Polypeptiden in der Bürstensaummembran (BSM) und 
transportieren z.B. konjugierte Gallensäuren (SEKINE et al. 1997, TAKEUCHI et al. 2001). 
Die unterschiedliche Expression der Transporter in der BLM bzw. in der BSM ist für einen 
vektoriellen Tansport bestimmter organischer Anionen durch das Epithel der proximalen 
Tubuli verantwortlich. In Abbildung 2 wird eine Übersicht verschiedener an der Sekretion 




























Abbildung 2: Zellmodell zur Darstellung verschiedener an der Sekretion und 
Reabsorption von OTA beteiligten Carrier-vermittelten 
Transportsysteme in proximalen Tubuluszellen. OAT: Organische 
Anionentransporter, Na/DC: Natrium/ Dicarboxylat-Cotransporter, MRP 2: 
Multidrug Resistance Associated Protein 2, H+/DP: Protonen/Dipeptid-
Cotransporter, OATP: Organische Anionen transportierendes Polypeptid, OA-: 
Organische Anionen, αKG: alpha Ketoglutarat, DP: Dipeptid. 
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3 Material und Methoden 
 
 
3.1 Tiere und Haltungsbedingungen 
Als Versuchstiere dienten Wistar-Ratten (Institut für Physiologie, Medizinische Fakultät der 
Universität Kiel) mit einem mittleren Gewicht von 200 ± 10 g. Die Tiere erhielten ein 
pelletiertes Alleinfutter (ssniff R/M-H, 10 mm, sniff Spezialdiäten GmbH, Soest, 
Deutschland). Futter und Trinkwasser standen den Tieren zur ad libitum-Aufnahme zur 
Verfügung. Den Ratten wurde 12 Stunden vor Versuchsbeginn das Futter entzogen, Wasser 
stand weiterhin zur freien Verfügung. Die Tierversuche wurden mit Einverständnis der 
zuständigen Behörde (Aktenzeichen: V.252-72241.121-25 (59-702), Ministerium für Umwelt, 







Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:  
Phenolrot, NaCl, KCl, MgSO4 × 7 H2O, Na2HPO4 × 2 H2O und CaCl von Merck, Darmstadt, 
Deutschland; H3PO4, Methanol und Ethanol von der Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe, 
Deutschland; Chloroform und Isopropanol von Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland; 
Xylazin ® 2% von der Ceva Tiergesundheit GmbH, Düsseldorf, Deutschland; Ketamin 100 
von der Atarost GmbH & Co., Twistringen, Deutschland; D (+)-Glucose, bovines 
Serumalbumin, Aspartam, L-Phenylalanin und L-Leucin von  der Fluka Chemie-AG, Buchs, 



















Bei der in situ-Perfusionstechnik wird ein ausgewähltes Darmsegment mit einer definierten 
Perfusionslösung bei konstanter Perfusionsrate perfundiert (s. Abbildung 3). Nach einer 
bestimmten Vorlaufzeit, die zur Einstellung von Gleichgewichtsbedingungen benötigt wird, 
sammelt man das Perfusat über einen bestimmten Zeitraum. Das „Verschwinden“ der zu 
untersuchenden Substanz aus der Perfusionslösung wird im Folgenden der Absorption 
gleichgesetzt. Weiterhin können die Konzentrationen der zu untersuchenden Substanz aus den 
am Versuchsende gewonnenen Organproben (z.B. Plasma, Leber, Niere) einen Rückschluss 
auf die Höhe der in die systemische Zirkulation gelangten Substanzmenge liefern. 
 
 
          
Abbildung 3: Versuchsanordung der in situ-Perfusionstechnik (nach WEBER 1994) 
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Lösungen 
Als Perfusionsmedium wurde Krebs-Phosphat-Puffer (KPP) verwendet (Zusammensetzung in 
mmol/l: 120,8 NaCl, 4,8 KCl, 1,2 MgSO4 × 7 H2O, 16,5 Na2HPO4 × 2 H2O, 1,3 CaCl × 
2 H2O). Unterschiedliche pH-Werte wurden mit Salzsäure (1 mol/l) bzw. Natronlauge 
(1 mol/l) eingestellt. Ochratoxin A wurde der Perfusionslösung in der jeweiligen 
Konzentration aus einer methanolischen Stammlösung zugesetzt, die Methanolkonzentration 
der Perfusionslösung betrug stets 0,5 %. Zur Berechnung der Wasserabsorption/-sekretion 
wurden der Perfusionslösung Phenolrot (2 % v/v) als nicht absorbierbarer Volumenmarker 
zugesetzt. 
 
Durchführung der Versuche 
Nach leichter Etherbetäubung wurden die Ratten mittels einer intramuskulären Injektion von 
Xylazin–Hydrochlorid (6 mg/kg) und Ketamin–Hydrochlorid (70 mg/kg) narkotisiert. Nach 
Eintritt der Narkose wurde die Bauchhöhle entlang der Linea alba mit einem 4-5 cm langen 
Schnitt geöffnet. Das Jejunum wurde vorgelagert und in Abschnitte unterteilt. Als 
Anhaltspunkt für den Beginn des proximalen Abschnittes wurde das Ende der Plica 
duodenocolica herangezogen, das Ende des distalen Abschnittes stellte der Beginn der Plica 
ileocaecalis dar. Anhand dieser Fixpunkte wurde das Jejunum in drei gleichgroße Abschnitte 
eingeteilt und das jeweils für den Versuch benötigte Segment präpariert, indem es proximal 
und distal mit einem Faden (Dermafil Green Polyester, 3,5 metric, S.M.I. AG, Hüningen, 
Belgien) abgebunden wurde. Im Versuch sollten die Darmabschnitte stets einem Drittel der 
Gesamtlänge des Jejunums entsprechen. Dies war allerdings bei der Durchführung der 
Präparation nicht immer exakt zu gewährleisten, da das Abschätzen der Länge ohne zu starke 
Manipulation des Darmes stattfinden sollte. Um diese Ungenauigkeiten auszugleichen, 
wurden die Segment-spezifischen Absorptionsraten jeweils auf ein Gramm Darmmukosa 
bezogen. Da die versuchstechnisch notwendige Präparation der „anatomisch“ als Duodenum 
bzw. Ileum definierten Dünndarmsegmente aufgrund der Gekröseverhältnisse schwierig ist, 
wurde auf die Perfusion dieser Darmabschnitte verzichtet. Stattdessen wurde das proximale 
bzw. distale Jejunum dem Duodenum und dem Ileum funktionell gleichwertig angesehen. 
Unmittelbar neben den Ligaturen wurde das betreffende Darmsegment durch kleine 
Querschnitte geöffnet. Anschließend wurde der Abschnitt vorsichtig mit gewärmter 
Pufferlösung (39° C) gespült. Daraufhin wurde in den proximalen und den distalen Einschnitt 
des vorbereiteten Segmentes jeweils ein Silikonschlauch (Aussendurchmesser 5 mm, 
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Innendurchmesser 3 mm) ca. 0,5 cm weit eingeführt und mit einem Faden (Dermafil Green 
Polyester, 3,5 metric) fixiert. Anschließend wurde das Darmsegment in die Bauchhöhle 
zurückverlagert, die dann mit Wundklammern verschlossen wurde. Zusätzlich wurde die 
Wunde mit Parafilm abgedeckt, um ein Austrocknen der Wunde zu minimieren. Über die 
Schläuche wurde die Perfusionslösung zugeführt bzw. das passiv abfließende Perfusat in ein 
Auffanggefäß geleitet (Abbildung 3). Die Perfusion der Darmsegmente erfolgte von kranial 
nach kaudal. Der zuführende Schlauch wurde zur Erwärmung der Perfusionslösung durch ein 
auf 40 °C temperiertes Wasserbad geführt. Dieser Schlauch war mit einer 50 ml fassenden 
Spritze (Original–Perfusor®-Spritze OPS, B. Braun, Melsungen AG, Deutschland) verbunden, 
welche mittels einer Perfusionspumpe (Perfusor EDL, B. Braun Melsungen AG, Deutschland) 
die Lösung kontinuierlich mit einer Rate von 0,5 ml pro Minute in das Darmsegment 
infundierte. Über den gesamten Perfusionszeitraum lagen die Ratten auf einem Heizkissen, 
welches auf Körpertemperatur temperiert wurde. 
 
Probennahme 
Nach Versuchsende wurde die provisorisch verschlossene Bauchhöhle wieder geöffnet, das 
gesamte Darmkonvolut vorgelagert und aus der Aorta abdominalis ca. 3 ml Blut entnommen. 
Das Blut wurde sofort in Kalium-EDTA Röhrchen (Fa. Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) 
überführt, vorsichtig geschwenkt und anschließend zur Plasmagewinnung 15 Minuten bei 
4000g und 4 °C zentrifugiert. Direkt nach der Blutentnahme wurden die Tiere durch 
vollständiges Entbluten getötet. Es folgte die Entnahme beider Nieren, der Leber und des 
perfundierten Darmsegmentes (ohne Gekröse). Anschließend wurde das Darmsegment mit 
angewärmter OTA-freier Pufferlösung (KPP) durchspült und der noch verbleibende Inhalt mit 
leichtem, konstantem Druck ausgestrichen. Diese gesamte „Spülflüssigkeit“ wurde quantitativ 
in einem separaten Gefäß aufgefangen. Die Darmmukosa wurde mit einem Objektträger unter 
leichtem Druck auf einer Glassplatte abgeschabt, gewogen und zusammen mit dem restlichen 
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Berechnung der Absorption 
Aus der Differenz zwischen den OTA-Konzentrationen in der Perfusionslösung bzw. im 
Perfusat wurde unter Berücksichtigung der Nettowasserbewegung die Absorption von OTA 
berechnet. Die zur Volumenkorrektur erforderliche Phenolrotkonzentration in den Lösungen 
wurde anhand der Extinktion bei 546 nm bestimmt (UV-1602 Spectrophotometer, Shimadzu 
Deutschland GmbH). Zur Messung wurden 0,2 ml der Probe mit 0,8 ml NaOH (1,0 mol/l) 
versetzt. Der Korrekturfaktor (f) für die Volumenänderung ergab sich wie folgt:  
 
 








KonzPerfusionslösung = Konzentration (nmol/ml) von OTA in der Perfusionslösung 
KonzPerfusat = Konzentration (nmol/ml) von OTA im Perfusat 
ƒ = Korrekturfaktor für die Volumenänderung 
V = perfundiertes Volumen in ml 
KonzSF = Konzentration (nmol/ml) von OTA in der Spülflüssigkeit 
VSF = Volumen Spülflüssigkeit 
t = Perfusionszeit in min 













Aufbereitung der wässrigen Probenlösungen 
Die Aufbereitung der wässrigen Probenlösungen zur Bestimmung von OTA 
(Perfusionslösung, Perfusat, Spülflüssigkeit) erfolgte nach der von CLARKE et al. (1993) 
beschriebenen Methode. Ein ml der Probe wurde mit 4 ml „saurem Wasser“ (Reinstwasser, 
mit H3PO4 auf pH 2,1 eingestellt) und 20 ml Methanol versetzt und 10 min auf einem 
Horizontalschüttler geschüttelt. Nach 10 min Zentrifugation bei 10000g und 2 °C wurden 340 
µl des Überstandes für die HPLC Analyse entnommen. 
 
Extraktion von Ochratoxin A aus Plasma und Organen 
Das verwendete Extraktionsverfahren lehnt sich an die von HULT et al. (1979) beschriebene 
Methode an. 
 
Plasma: Zweihundert µl Plasma wurden in einem 30 ml fassenden, chloroformbeständigen 
Röhrchen (Nalgene ® Centrifuge Ware, Nalge Company, Rochester, New York, USA) mit 
1,5 ml einer 0,145 mol/l NaCl-Lösung versetzt und mit 10 ml einer sauren MgCl2-Lösung 
(0,1 mol/l MgCl2 und 0,05 mol/l HCL) gemischt. Anschließend folgte die Zugabe von 8 ml 
Chloroform. 
 
Organe: Lebergewebe (ca. 0,5 g), eine Niere (ohne Kapsel, 0,5 - 1 g) bzw. Darmmukosa 
(0,5 g) wurden mit 5 ml einer NaHCO3-Lösung (0,1 mol/l) versetzt und mittels eines Glas-
Teflon-Homogenisators (Potter S, B. Braun Melsungen AG, Deutschland) mit 10 Hüben bei 
1200 U/min homogenisiert. Vor der Homogenisierung wurden Leber- und Nierengewebe mit 
einer Schere zerkleinert. Die Gewebehomogenate wurden quantitativ unter Ausspülen des 
Pottergefäßes mit 5 ml der NaHCO3-Lösung in ein 50 ml fassendes Nalgene®-Röhrchen 
überführt. Nach intensiver Durchmischung mit 500 µl H3PO4 (Vortex Genie 2, Scientific 
Industries, Inc., Bohemia, New York, USA) wurden 12 ml Chloroform zugesetzt. 
 
Die weiteren Extraktionsprozesse beziehen sich sowohl auf die Plasma- als auch auf die 
Organproben. Nach Zugabe des Chloroforms wurden die Proben 40 min horizontal 
geschüttelt und anschließend 30 min bei 10000g und 2° C zentrifugiert. Nach vorsichtigem 
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Absaugen der Wasserschicht über der Chloroformfraktion mithilfe einer Pasteurpipette und 
einer Vakuum-Pumpe (Labovac®, Saskia Hochvakuum GmbH, Ilmenau, Deutschland) wurde 
die verbleibende Chloroformfraktion in ein neues Röhrchen überführt, mit 1,5 ml 
Reinstwasser versetzt und 10 min horizontal geschüttelt. Daraufhin wurde die Probe bei 
4000g bei 2 °C 10 min zentrifugiert. Nach dem erneuten Absaugen der Wasserschicht wurden 
5 ml der Chloroformfraktion in ein Glassröhrchen überführt und bis zur vollständigen 
Trockene in einem Vakuum-Konzentrator eingedampft (SpeedVac AES 1010, Savant 
Instruments, Holbrook, New York, USA). Zur HPLC-Analyse wurde der Rückstand im 
Röhrchen in einem Volumen von 1-5 ml Methanol (je nach erwarteter OTA-Konzentration) 
resuspendiert. 
 
3.5 Bestimmung von Ochratoxin A mittels HPLC 
 
Zur Analyse von Ochratoxin A wurde eine HPLC-Anlage (Hochleistungsflüssigkeits-
chromatographie) der Firma Waters, Eschborn, Deutschland verwendet. Die Anlage bestand 
aus einem Autosampler (Waters 717 plus Autosampler), einer Gradienten-Pumpe (Waters 
600E Multisolvent Delivery System), einem Fluoreszenz-Detektor (Waters 474 Scaninng 
Fluorescence Detector ), einem Entgaser (Waters In-line Degaser) und einem Säulenofen 
(Millipore/Waters TCM Column Oven System). Ein Aliquot von 25µl der in Methanol 
gelösten Probe wurde über den Autosampler injiziert. Die Trennung der Ochratoxine erfolgte 
mittels einer 250 mm × 4,6 mm (i. D.) 4 µm Nova-Pak-C18-Säule (Waters), der eine 
20 mm × 3,9 mm (i.D.) 4 µm Nova-Pak-Vorsäule (Waters) vorgeschaltet war. Die Flussrate 
betrug 1,5 ml/min bei einer Ofen-Temperatur von 40 °C. Die Fluoreszenz-Detektion fand bei 
einer Anregungswellenlänge von 330 nm und einer Emissionswellenlänge von 450 nm statt. 
Um die Trennung der Ochratoxine zu erleichtern, wurde eine Gradienten-Elution angewendet. 
Die Fließmittel bestanden aus dem Fließmittel A (mit H3PO4 auf pH 2,1 angesäuertes 
Reinstwasser) und dem Fließmittel B (Methanol/Isopropanol 90/10, v/v). Dabei wurde 
folgender Gradient programmiert: von Minute 0 bis 12: 50 zu 25 % Fließmittel A, von Minute 
12 bis 12,1: 25 zu 10 % Fließmittel A, von Minute 12,1 bis 17,0: 10 % Fließmittel A, von 
Minute 17,0 bis 17,1: 10 zu 50 % Fließmittel A, von Minute 17,1 bis 22: 50% Fließmittel A. 
Der jeweils zu 100 % fehlende Anteil bestand aus Fließmittel B. 
Die Standards wurden nach der AOAC Methode 970.44 (SCOTT 1999) wie folgt hergestellt: 
Nach Kalibrierung des Spektrophotometers mit K2Cr2O7 wurde OTA in Ethanol gelöst und 
basierend auf dem molaren Absorptionskoeffizienten von 5500/mol/cm bei 330 nm für OTA 
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erfolgte die spektrophotometrische Bestimmung der Konzentration von OTA. Anschließend 
wurden die Standards bis zur Trockene verdampft und dann mit einem entsprechenden 
Volumen an Methanol zu Konzentrationen von 15,48-173,14 nmol/l eingestellt. Die 
Identifikation von OTA erfolgte anhand der entsprechenden Retentionszeiten der Standards. 
Die Retentionszeit für OTA beträgt bei der angewendeten Methode 11,5 Minuten. Die 
Quantifizierung von OTA erfolgte durch die Integration der Fläche unter der Kurve des 
Ochratoxin A-Peaks mithilfe der Millenium Chromatography Software (Waters, Eschborn, 
Deutschland). Der Betrag der Fläche unter der Kurve des OTA-Peaks wurde durch den 
Regressionsfaktor, der anhand der Eichgerade der Standards ermittelt wurde, geteilt, so dass 
man als Ergebnis die Konzentration von OTA in der untersuchten Probe erhält. Für jeden 
Probendurchlauf (ein Probendurchlauf enthielt maximal 42 Proben) wurde jeweils eine eigene 
Eichgerade erstellt. Abbildung 4 zeigt eine solche repräsentative Eichgerade. 
 




















Abbildung 4: Eichgerade zur Ermittlung der OTA-Konzentration in Blut und 
Gewebeproben 
 
Wiederfindung und Nachweisgrenze von Ochratoxin A 
Zur Bestimmung der Wiederfindung von OTA wurden OTA-freie Gewebeproben von 
Kontrolltieren des verwendeten Wistar-Stammes mit einer definierten Menge OTA versetzt 
und der Ansatz auf die gleiche Art und Weise aufgearbeitet wie oben beschrieben. Die 
Wiederfindung für OTA in Organproben wurde bei drei verschiedenen Konzentrationen (12, 
24 bzw. 47 pmol/g OTA im Gewebehomogenat) überprüft und betrug im Mittel 88 % (Leber: 
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86 %, Niere: 89 %, Mukosa: 88 %). Die Wiederfindung von OTA im Plasma lag bei 94 % 
und in den wässrigen Lösungen (Perfusionslösung, Perfusat, Spülflüssigkeit) bei 98 %. Die 
Nachweisgrenze für OTA betrug 0,496 nmol/l. 
 
 
3.6 Histologische Untersuchungen 
 
Nach Perfusion (75 min) des proximalen Jejunums mit einer OTA-Konzentration von 
12,39 µmol/l und einem pH-Wert von 5,5 in der Perfusionslösung sowie einer Kontrolle, 
welche mit einer OTA-freien Perfusionslösung (pH 5,5) perfundiert wurde, wurden die 
Darmsegmente entnommen und nach den folgenden Methoden für die histologische 
Untersuchung aufbereitet. Die Probenaufbereitung und die histologische Untersuchung und 
Auswertung wurden von Dr. Claudia Röhl, Institut für Anatomie, Christian-Albrechts-
Universität Kiel durchgeführt. 
 
Lichtmikroskopie 
Das entnommene Gewebe (proximales Jejunum) wurde dreimal mit PBS-Puffer gespült und 
in Bouinlösung übernacht fixiert. Dann wurden die Proben in aufsteigend konzentriertem 
Ethanol entwässert, in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit Hämatoxylin-Eosin (HE) 
gefärbt. Die Präparate wurden mit einem Zeiss Axiophot-Mikroskop (DIC-Optik, Zeiss, 
Oberkochen, Deutschland) untersucht. 
 
Transmissionselektronenmikroskopie 
Das entnommene Gewebe (proximales Jejunum) wurde dreimal mit PBS-Puffer gespült und 
in 6%iger Glutaraldehydlösung fixiert. Das Gewebe wurde dann für 2 h in 2%iger 
Osmiumtetroxidlösung nachfixiert und in aufsteigend konzentriertem Ethanol entwässert. 
Nachfolgend wurde es in einem Araldit-DDSA-Gemisch eingebettet. Dann wurden 
ultradünne Schnitte angefertigt und mit Uranylacetat und Bleicitrat gefärbt. Die Präparate 
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3.7 Bestimmung von Gleichgewichtsbedingungen 
 
Zunächst wurde an 3 Tieren die Zeitdauer ermittelt, nach der konstante Absorptionsraten 
gemessen wurden („steady state“). In diesen Versuchen wurde während der Perfusion das 
Perfusat über jeweils 15 min-Perioden über eine Gesamtdauer von 75 min gesammelt. Die 
Perfusionen fanden im proximalen Abschnitt des Jejunums statt, die OTA-Konzentration der 
Perfusionslösung betrug 2,48 µmol/l und der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt. 
Anschließend erfolgte die Bestimmung der OTA-Konzentration der einzelnen Fraktionen und 
die Berechnung der Absorption von OTA. Die Ergebnisse wiesen eine große Streuung 
zwischen den einzelnen Versuchstieren auf. Dennoch lagen bereits nach 15 min 
Perfusionsdauer weitgehend konstante Absorptionsraten von OTA vor (Abbildung 5). 
Deshalb wurde in den folgenden Versuchen in der Regel eine Vorlaufzeit von 15 min 
gewählt. Das gesammelte Perfusat aus der Vorlaufperiode wurde verworfen und nur das 
Perfusat der Sammelperiode, deren Gesamtdauer auf 60 min festgelegt wurde, analysiert und 





























Abbildung 5: Zeitverlauf der OTA-Absorption. OTA-Konzentration: 2,48 µmol/l; 
pH = 7,0; n = 3; Mittelwerte ± SEM. 
 
 




In der Regel, sofern nicht anders angegeben, sind die Ergebnisse als Mittelwerte von 6 Tieren 
mit den dazugehörigen Standardfehlern (SEM) dargestellt. Um die Anzahl der Kontrolltiere 
zu reduzieren, wurden aus den folgenden Versuchen Versuchsblöcke gebildet. Der eine 
Versuchsblock bestand aus den Untersuchungen mit Glycylsarcosin, bovinem Serumalbumin 
und Glucose. Dabei wurde an 6 aufeinander folgenden Versuchstagen je ein Tier mit dem 
Zusatz von der jeweiligen „Testsubstanz“ sowie ein Tier ohne Zusatz (Kontrolle) perfundiert. 
Ein weiterer Versuchblock wurde aus den Versuchen mit Aspartam, Phenylalanin und Leucin 
sowie entsprechendem Kontrollversuch gebildet. Innerhalb der Versuchsblöcke und auch bei 
allen anderen Versuchen erfolgte ein Vergleich von Gruppenmittelwerten auf statistisch 
signifikante Unterschiede mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (Vergleich von mehr als 2 
Gruppenmittelwerten) mit anschließenden paarweisen Vergleichen von Gruppenmittelwerten 
nach Bonferroni. Als Signifikanzgrenze wurde p < 0,05 gewählt. Ein Vergleich der 
Kontrollgruppen aus den beiden Versuchsblöcken und dem Versuch mit Taurocholat im 
proximalen Jejunum ergab keine signifikanten Unterschiede, so dass aus diesen Gruppen ein 
Gesamtmittelwert für die Kontrollen gebildet wurde. Da sich bei der Verwendung des 
Gesamtmittelwertes der Kontrollgruppen bei den statistischen Berechnungen im Vergleich 
zur Verwendung der individuellen „Kontrollwerte“ keine unterschiedlichen Resultate 
ergaben, wurden die Ergebnisse in Kapitel 4 zusammengefasst dargestellt. Die statistischen 
Berechnungen und die Berechnungen des Bestimmtheitmaßes (r2) erfolgten mit dem 





4.1  Einfluss des Darmabschnitts auf die Absorption von Ochratoxin A 
 
In diesem Versuch wurde untersucht, ob in verschiedenen Abschnitten des Dünndarms 
(proximales, mittleres oder distales Jejunum, Definition s. 3.2.4) unterschiedliche 
Absorptionsraten von OTA bestehen. Der pH-Wert der Perfusionslösung betrug 7,0 und die 
OTA-Konzentration lag bei 2,48 µmol/l. Obwohl die Absorptionsraten im distalen Abschnitt 
numerisch geringer waren, ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede. 
(Abbildung 6 A). Die am Ende der Perfusionsperiode gemessenen Konzentrationen von OTA 
im Blutplasma, der Leber und der Niere zeigten signifikant höhere Werte bei Perfusion des 
proximalen im Vergleich zum distalen Jejunumabschnitt (Abbildung 6 B-E). Die bei 
Perfusionen des mittleren Jejunums ermittelten Organkonzentrationen von OTA lagen bei fast 




4.2 Einfluss des luminalen pH-Wertes auf die Absorption von OTA 
 
Da bei Perfusionen des proximalen Drittels des Jejunums die höchste Aufnahme von OTA 
auftrat, wurde in den folgenden Versuchen stets dieses Segment perfundiert. 
In dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss des luminalen pH-Wertes (5,5; 6,5 und 7,5) auf 
die OTA-Absorption untersucht, um zu überprüfen, ob pH-abhängige Prozesse bei der 
Absorption von OTA eine Rolle spielen. Die OTA-Konzentration lag bei 2,48 µmol/l. 
Die Senkung des pH-Wertes auf 5,5 führte zu signifikant höheren OTA-Absorptionsraten im 
Vergleich zu 7,5 (Abbildung 7 A), die sich auch in den entsprechenden Konzentrationen von 
OTA im Blutplasma, der Leber und der Darmmukosa manifestierten. Die OTA-
Konzentrationen in der Niere zeigten eine gleichgerichtete Tendenz wie bei den anderen 
untersuchten Organen, allerdings waren die Unterschiede nicht signifikant (Abbildung 8 A-
D). Die ermittelten Daten bei Perfusionen mit einem pH-Wert von 6,5 in der Perfusionslösung 
nahmen eine Mittelstellung zwischen den Daten aus den Versuchen mit den pH-Werten 5,5 
und 7,5 ein. Es traten in der Regel zwischen dem mittleren pH-Wert von 6,5 zu 5,5 und 7,5 














































































































































Abbildung 6: Einfluss des Darm-
abschnitts auf die Absorption (A) und 
Gewebeakkumulation (B-E) von OTA. 
Mittelwerte ± SEM, n = 6; Werte, die 
keinen gemeinsamen Buchstaben tragen, 




Der Anstieg der Absorption von OTA korreliert stark mit dem Grad der Dissoziation von 
OTA bei den drei untersuchten pH-Werten (Korrelationskoeffizient r nach Pearson: 0,745) 
(Abbildung 7 B). Die Berechnung des nicht-dissoziert vorliegenden OTA-Anteils in der 
































































Abbildung 7: Einfluss des luminalen pH-Wertes auf die Absorptionsrate von OTA (A) 
und Korrelation der Konzentration an nicht dissoziiertem OTA und der 
Absorptionsrate von OTA (B). OTA-Konzentration: 2,48 µmol/l in der 
Perfusionslösung; Mittelwerte ± SEM; n = 6; Werte, die keinen gemeinsamen 

























































































































Abbildung 8: Einfluss des luminalen pH-Wertes auf die Gewebeakkumulation von 
OTA. (Plasma: A, Leber: B, Niere: C, Darmmukosa: D). OTA-Konzentration: 
2,48 nmol/l, Mittelwerte ± SEM, n = 6; Werte, die keinen gemeinsamen 







4.3 Einfluss der OTA-Konzentration auf die Absorption von OTA 
Der Einfluss der OTA-Konzentration in der Perfusionslösung (0,25; 1,24; 2,48; 6,19 und 
12,39 µmol/l) wurde bei einem pH-Wert von 5,5 an 4 Tieren je Konzentrationsstufe 
untersucht, da bei diesem pH-Wert die höchsten Absorptionsraten zu verzeichnen waren. 
Wie in Abbildung 9 dargestellt, ergab sich über den Dosisbereich von 0,25 bis 6,19 µmol/l ein 
annähernd linearer Verlauf der OTA-Absorptionsraten und der OTA-Konzentrationen in 
Plasma und Organen. Im Übergang zur höchsten Dosisstufe von 12,39 µmol/l zeigten sich 
allerdings abweichend vom linearen Verlauf überproportionale Anstiege der OTA-
Konzentrationen in Plasma, Leber und Niere. Die Konzentration von OTA in der 
Darmmukosa scheint in diesem Dosisbereich bereits saturiert, da sich im Unterschied zu den 
OTA-Konzentrationsverläufen in den anderen Geweben eine Abweichung nach unten vom 
linearen Verlauf zeigte. 
Eine mögliche Erklärung für die überproportionalen Anstiege in Plasma, Leber und Niere 
wäre, dass bei der höchsten OTA-Dosis bereits toxische Effekte des Mykotoxins eine Rolle 
spielen, die zu einer Integritätsstörung des Darmepithels führen. Um zu klären, ob bei den 
höheren OTA-Dosen bereits toxische Effekte auftreten, wurden neben lichtmikroskopischen 
auch Aufnahmen mit einem Transmissionselektronenmikroskop von perfundierten 
Darmsegmenten bei der höchsten Dosierung von 12,39 µmol/l und einem pH-Wert von 5,5 
angefertigt; hierbei konnten aber keine ultrastrukturellen Unterschiede zur Kontrolle 
(Perfusion ohne OTA, pH = 5,5 in der Perfusionslösung) beobachtet werden (Abbildung 10). 
Eine Bestimmung von OTA im Harn lieferte in allen Versuchen der vorliegenden Arbeit stets 
negative Ergebnisse (OTA-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze), so dass im 
Hinblick auf eine mögliche Störung der renalen Elimination von OTA bei der höchsten OTA-












































































































































Abbildung 9: Einfluss der Ochratoxin A-Konzentration in der Perfusionslösung auf die 
Absorption (A) und Gewebeakkumulation (B-E) von OTA. Die 
gestrichelten Linien stellen die Regressionsgeraden unter Ausschluss der 















           
          
bildung 10:Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Enterozyten nach Perfusion 
ohne (A&B) und mit OTA (C&D). (Zeiss EM 900, Aufnahmen: Dr. C. Röhl, 
Institut für Anatomie, Medizinische Fakultät der Christian-Albrechts- 
Universität Kiel). 
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4.4 Einfluss von Glucose auf die Absorption von OTA 
 
Durch den Zusatz von 50 mmol/l D-Glucose zur Perfusionslösung sollte untersucht werden, 
ob der sogenannte, unter anderem auch durch die Glucoseabsorption auslösbare „solvent 
drag“ einen Effekt auf die Absorption von OTA hat und sich somit Hinweise auf eine 
mögliche parazelluläre Absorption von OTA ergeben. 
In Gegenwart von Glucose konnten für keinen der untersuchten Parameter signifikante 
Unterschiede zur Kontrollgruppe beobachtet werden. Die Ergebnisse sind, wie bereits unter 
Punkt 3.8 beschrieben, zusammengefasst in den Abbildungen 11-13 dargestellt. 
Allerdings muss erwähnt werden, dass in Gegenwart von Glucose die Wasserabsorption im 
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht gesteigert war (Abbildung 14 D).
Die Abbildungen 14 A-F zeigen die in allen Versuchen ermittelte Nettowasserbewegung (ml/g 
Darmmukosa), wobei Gruppenmittelwerte innerhalb eines Versuchsblockes (s.a. 3.8) jeweils in 
einer Abbildung dargestellt sind. Negative Werte bedeuten eine Nettosekretion, positive Werte 
eine Nettoabsorption. 
In der Regel fand in den Versuchen eine Wasserabsorption statt. Es traten keine statistisch 
signifikanten Unterschiede innerhalb eines Versuchsblockes auf. Es ist allerdings eine hohe 










































































Abbildung 11:Einfluss verschiedener Substrate auf die OTA-Absorptionsrate und OTA-
Konzentration im Plasma. Glucose (Glu), Glycylsarcosin (GS), Aspartam 
(Asp), Phenylalanin (Phe), Leucin (Leu), Taurocholat im proximalen Jejunum 
(Tauro) und Bovinem Serumalbumin (BSA), A: OTA-Absorption (nmol/min/g 
Darmmukosa), B: OTA-Konzentration im Plasma (nmol/ml), Prozentangaben 
im Vergleich zur Kontrolle (=100 %), , : signifikant verschieden von 
der Kontrollgruppe (p< 0,05 bzw. 0,001), pH=6,5; OTA-Konzentration: 














































































Abbildung 12:Einfluss verschiedener Substrate auf die OTA-Konzentration in Leber 
und Niere. Glucose (Glu), Glycylsarcosin (Gly), Aspartam (Asp), 
Phenylalanin (Phe), Leucin (Leu), Taurocholat im proximalen Jejunum 
(Tauro) und Bovinem Serumalbumin (BSA), C: OTA-Konzentration der Leber 
(nmol/g)), D: OTA-Konzentration in der Niere (nmol/g), Prozentangaben im 
Vergleich zur Kontrolle (=100 %), : signifikant verschieden von der 
Kontrollgruppe (p < 0,001), pH=6,5, OTA-Konzentration: 2,48µmol/l, 
Mittelwerte ± SEM, n=6. 
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Abbildung 13:Einfluss verschiedener Substrate auf die OTA-Konzentration in der 
Darmmukosa. Glucose (Glu), Glycylsarcosin (Gly), Aspartam (Asp), 
Phenylalanin (Phe), Leucin (Leu), Taurocholat im proximalen Jejunum 
(Tauro) und Bovinem Serumalbumin (BSA), E: OTA-Konzentration in der 
Darmmukosa (nmol/g), Prozentangaben im Vergleich zur Kontrolle (=100 %), 
: signifikant verschieden von der Kontrollgruppe (p < 0,001), pH=6,5, 






































































































































Abbildung 14:Vergleich der Wasserabsorption (ml/g Darmmukosa) aus perfundierten 
Jejunumsegmenten. A: Versuch 4.1: proximaler, mittlerer und distaler 
Darmabschnitt; B: Versuch 4.2: luminaler pH-Wert von 5,5; 6,5 und 7,5; C: 
Versuch 4.3: Konzentrationsabhängigkeit der OTA-Absorption; D: Versuche 
4.4 (Gluc = Glucose), 4,5 (BSA = bovines Serumalbumin) und 4.6 (GS = 
Glycylsarcosin); E: Versuche 4,7 (Asp = Aspartam), 4,8 (Phe = Phenylalanin), 
4,9 (Leu = Leucin); F: Versuch 4.10 (Kp = Kontrolle proximal, Tp = 
Taurocholat proximal, Kd = Kontrolle distal, Td = Taurocholat distal); 
Mittelwerte ± SEM, A,B,D,E,F: n=6, C: n= 4. 
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4.5 Einfluss von bovinem Serumalbumin auf die Absorption von OTA 
 
Da bekannt ist, dass OTA eine starke Proteinbindung aufweist, wurde in dieser Versuchsreihe 
der Perfusionslösung 5 % bovines Serumalbumin zugesetzt, um den Einfluss der 
Proteinbindung auf die Absorption von OTA zu untersuchen (pH-Wert: 6,5, OTA-
Konzentration: 2,48 µmol/l). Bei einem Zusatz von bovinem Serumalbumin waren eine 
signifikante Hemmung der OTA-Absorption sowie hoch signifikant (p < 0,001) niedrigere 
OTA-Konzentrationen in Blutplasma, Leber, Niere und Mukosa zu beobachten (die 
Ergebnisse sind, wie bereits unter Punkt 3.8 beschrieben, zusammengefasst in den 
Abbildungen 11-13 dargestellt). 
 
4.6 Einfluss von Substraten verschiedener Transporter auf die Absorption 
von OTA 
Da aus Untersuchungen an der Niere bekannt ist, dass an der tubulären Absorption bzw. 
Sekretion von OTA auch aktive, transzelluläre Mechanismen, wie z.B. der H+/Dipeptid-
Cotransporter beteiligt sind, wurde im Folgenden untersucht, ob auch im Dünndarm zelluläre 
Transportsysteme an der Absorption von OTA beteiligt sind. Dabei wurde die OTA-
Absorption in Abwesenheit bzw. Gegenwart des jeweiligen Substrates eines spezifischen 
Transporters untersucht. 
 
Eine mögliche Beteiligung des H+-Dipeptid-Cotransporter an der Absorption von OTA wurde 
durch Zusatz von Glycylsarcosin geprüft. Glycylsarcosin wurde als Modellpeptid ausgewählt, 
da es nicht durch die Hydrolasen der Bürstensaummembran gespalten wird und somit keine 
Effekte von Spaltprodukten auftreten können. Aspartam ist der Methylester des Dipeptides L-
Aspartyl-Phenylalanin. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeiten zwischen Aspartam und 
OTA (Abbildung 15) sollten durch den Zusatz von Aspartam mögliche kompetitive Effekte 
auf einen möglichen Transportmechanismus von OTA untersucht werden. Um zu überprüfen, 
ob spezifische Aminosäurentransporter bei der Absorption von OTA eine Rolle spielen, 
wurden die Aminosäuren Phenylalanin und Leucin eingesetzt. Die Gallensäure Taurocholat 
wurde sowohl im proximalen als auch im distalen Jejunum eingesetzt, da bekannt ist, dass die 
transzelluläre, sekundär aktive Absorption von Gallensäuren vor allem im distalen Abschnitt 
des Dünndarms erfolgt und somit Effekte im proximalen Abschnitt auf unspezifische 




Abbildung 15:Strukturformel von Aspartam (Aspartyl-phenylalanin-1-methylester). 
 
 
Einfluss von Glycylsarcosin auf die Absorption von Ochratoxin A 
Glycylsarcosin wurde der Perfusionslösung in einer Konzentration von 50 mmol/l zugesetzt 
(pH-Wert: 6,5, OTA-Konzentration: 2,48 µmol/l). Dabei konnten keine signifikanten 
Unterschiede zur Kontrollgruppe bezüglich der OTA-Absorption und Gewebeakkumulation 
beobachtet werden konnten (die Ergebnisse sind, wie bereits unter Punkt 3.8 beschrieben, 
zusammengefasst in den Abbildungen 11-13 dargestellt). 
 
Einfluss von Aspartam auf die Absorption von Ochratoxin A 
Die Perfusionslösung enthielt 10 mmol/l Aspartam (pH-Wert: 6,5, OTA-Konzentration: 2,48 
µmol/l). Es traten bei den untersuchten Parametern keine signifikanten Unterschiede zur 
Kontrollgruppe bezüglich der OTA-Absorption und Gewebeakkumulation auf (die Ergebnisse 
sind, wie bereits unter Punkt 3.8 beschrieben, zusammengefasst in den Abbildungen 11-13 
dargestellt). 
 
Einfluss von Aminosäuren auf die Absorption von Ochratoxin A 
Die Aminosäuren L-Phenylalanin und L-Leucin wurden jeweils in einer Konzentration von 
10 mmol/l eingesetzt (pH-Wert: 6,5, OTA-Konzentration: 2,48 µmol/l). Auch hier zeigten 
sich bei den untersuchten Parametern keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe 
(die Ergebnisse sind, wie bereits unter Punkt 3.8 beschrieben, zusammengefasst in den 




Einfluss von Taurocholat auf die Absorption von Ochratoxin A 
Taurocholat wurde in einer Konzentration von 10 mmol/l der Perfusionslösung zugesetzt. Die 
Versuche wurden sowohl am proximalen als auch am distalen Drittel des Jejunums 
(Einteilung s.o. unter 3.3) durchgeführt (pH-Wert: 6,5, OTA-Konzentration: 2,48 µmol/l). Als 
Kontrolle wurden parallel an jedem Versuchstag bei je einem Tier der entsprechende 
Darmabschnitt mit OTA-haltiger Perfusionslösung ohne Zusatz von Taurocholat perfundiert. 
Es konnten keine signifikanten Unterschiede bezüglich der OTA-Absorption und 
Gewebeakkumulation bei einem Zusatz von Taurocholat zu den Kontrollgruppen beobachtet 
werden. Die Ergebnisse für die Versuche im proximalen Jejunum sind, wie bereits unter 
Punkt 3.8 beschrieben, zusammengefasst in den Abbildungen 11-13 dargestellt, die 
Ergebnisse für die Versuche im distalen Jejunum finden sich in Tabelle 4. Wie auch im ersten 
Versuch (4.1) wurde im proximalen Jejunum signifikant mehr OTA aufgenommen als im 
distalen Abschnitt. Bei der Bestimmung der OTA-Absorptionsraten aus dem distalen Drittel 
des Dünndarms in Gegenwart von Taurocholat ergaben sich in dieser Versuchsanordnung 
rechnerisch negative Werte. Da eine negative Absorption (=Nettosekretion) bei der 
vorliegenden Versuchsanordnung ausgeschlossen ist, wurden kalkulatorisch negative 
„Absorptionswerte“ gleich Null gesetzt. Die rechnerisch negativen Werte könnten durch die 
verwendete Methode zur Bestimmung der Wasserabsorption/ bzw. -sekretion mit Phenolrot 
bedingt sein. Denkbar wäre es, dass das eigentlich als nicht absorbierbar geltende Phenolrot 
doch in einem gewissen Umfang absorbiert wird und es so zu einer Unterschätzung der 
Wasserabsorption und in Folge dessen zu einer Unterschätzung der OTA-Absorption kommt. 
Auch SUTTON et al. (2001) beobachteten in einer Vergleichsstudie über Methoden zur 
Bestimmung der Wasserabsorption bei in situ-Perfusionen, dass Phenolrot in nennenswertem 
Umfang absorbiert wurde. Des Weiteren fiel den Autoren auf, dass die Werte für die 
Wasserabsorption hohe Standardabweichungen aufwiesen, woraus sich ein 










Tabelle 4: Einfluss von Taurocholat auf Absorptionsrate und Gewebeakkumulation 




Gewebekonzentration (nmol/ml bzw. nmol/g) 
       Plasma              Leber                Niere            Mukosa      
Taurocholat 0,027 ± 0,017 0,111 ± 0,027 0,018 ± 0,004 0,021 ± 0,008 0,774 ± 0,094
Kontrolle 01 0,126 ± 0,012 0,018 ± 0,003 0,017 ± 0,002 0,745 ± 0,094
% - 88,1 100 123,5 103,9 
Prozent der Absorption und Gewebeakkumulation von OTA unter Zusatz von Taurocholat im 
Verhältnis zur Kontrollgruppe (= 100%), pH = 6,5; OTA-Konzentration: 2,48 µmol/l, 
Mittelwerte ± SEM, n = 6.  
1Hierbei ergab sich rechnerisch ein negativer Wert, da aber bei dieser Versuchsanordnung eine 






Ochratoxine, von denen dem Ochratoxin A (OTA) aufgrund seines Vorkommens und seiner 
Toxizität die größte Bedeutung zukommt (DWIVEDI und BURNS 1986), besitzen eine 
Vielzahl von toxischen Eigenschaften. OTA wirkt vor allem nephrotoxisch, weshalb es auch 
bezüglich der renalen Transportmechanismen dieses Mykotoxins eine beachtliche Zahl von 
Untersuchungen gibt. Dagegen existieren nur wenige Untersuchungen über die intestinale 
Absorption von OTA. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Aufklärung der an der 
Absorption von Ochratoxin A beteiligten Mechanismen im Dünndarm leisten. Die Versuche 
zur Charakterisierung des intestinalen OTA-Transports wurden mit einer in situ-
Perfusionstechnik an Ratten durchgeführt, bei der aus dem luminalen „Verschwinden“ von 
OTA dessen Absorption berechnet wird. Zusätzlich wurden die OTA-Konzentrationen in 
Plasma, Leber, Niere und Darmmukosa zur Interpretation der Ergebnisse herangezogen. 
 
Die Ergebnisse des ersten Versuches weisen darauf hin, dass regionale Unterschiede in der 
Absorption von OTA im Jejunum der Ratte existieren, da die OTA-Konzentrationen im 
Plasma und den untersuchten Organen zeigen, dass eine umfangreichere OTA-Absorption im 
proximalen Jejunum stattgefunden hat als im distalen Abschnitt. Zu diesem Resultat kamen 
auch KUMAGAI und AIBARA (1982). Sie beobachteten die höchste Konzentration von OTA 
im peripheren Blut bei Instillation einer OTA-haltigen Lösung in abgebundene Darmsegmente 
des proximalen Jejunums im Vergleich zu OTA-Instillationen in Magen, Zäkum oder Kolon. 
Die sich in signifikant hohen Gewebekonzentrationen widerspiegelnde umfangreiche 
Absorption von OTA aus dem proximalen Jejunum im Vergleich zu den weiter distal 
gelegenen Dünndarmabschnitten, insbesondere dem distalen Drittel, tritt allerdings bei 
Betrachtung der berechneten Absorptionsraten nicht so klar hervor. Dies könnte zum einen 
dem bereits unter 4.6 beschriebenen Phänomen der möglicherweisen fehlerhaften 
Bestimmung der Wasserabsorption/ bzw. -sekretion mittels Phenolrot zuzuordnen sein, wobei 
eine hohe Streuung und eine Absorption des eigentlich als nicht-absorbierbar geltenden 
Phenolrots die Interpretation der Absorptionswerte erschweren kann. Zum anderen, und dies 
scheint wahrscheinlicher, kann es auch auf die gewählte Bezugsgröße (g Darmmukosa) für die 
Berechnung der Absorption von OTA zurückzuführen sein. Im proximalen Dünndarm besteht 
eine viel stärkere Oberflächenvergrößerung durch längere und schlankere Darmzotten als im 
distalen Dünndarm (MADARA und TRIER 1994). Weiterhin nimmt die Anzahl der 
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schleimproduzierenden Becherzellen in den distalen Jejunumabschnitten stark zu (MOE 
1955). Die Bezugsgröße „g Darmmukosa“ berücksichtigt nicht die unterschiedliche 
absorptive Oberfläche des jeweiligen Darmabschnitts. Dies ist aber für die 
Absorptionskapazitäten in den Abschnitten von Bedeutung und nimmt letztendlich auch 
Einfluss auf die absorbierte Menge und damit die Organkonzentrationen. Folglich ergeben die 
ermittelten Organkonzentrationen bessere Informationen über die Absorptionskapazität in den 
verschiedenen Darmabschnitten. Erwähnt werden muss ferner, dass für die Einschätzung der 
Absorption in vivo unter anderem auch die Verweildauer des Chymus in den verschiedenen 
Darmsegmenten zu beachten wäre. 
 
Im zweiten Versuch konnte eine deutliche pH-Abhängigkeit der OTA-Absorption gezeigt 
werden. Die bei einem niedrigeren luminalen pH-Wert verstärkt auftretende Absorption von 
OTA könnte auf einen aktiven Transportprozess, der an einen transmembranären H+-
Gradienten gekoppelt ist, beruhen. Hierbei könnten z.B. der H+/Dipeptid-Cotransporter 
(ADIBI 1997, FEI et al. 1998, MEREDITH und BOYD 2000) oder das organische Anionen 
transportierende Polypeptid B (OATP B) in Betracht kommen. Nach KOBAYASHI et al. 
2003 liegt die höchste Aktivität für die durch das OATP B vermittelte Absorption von 
organischen Anionen im sauren Bereich. Auf die Möglichkeiten der aktiven Absorption wird 
später eingegangen. Ein weiterer möglicher Mechanismus für die pH-abhängige Absorption 
von OTA wäre die bevorzugte transzelluläre Diffusion des nicht-dissoziiert vorliegenden 
OTA nach der pH-Partitionstheorie. 
Die von JACOBS (1940) formulierte pH-Partitionstheorie geht davon aus, dass nur das nicht 
ionisierte Molekül einer schwachen Säure oder Base die biologische Membran passiv 
permeieren kann. Danach ist der Umfang der Absorption maßgeblich vom pH-Wert des 
Mediums und der Dissoziationskonstante der ionisierbaren Gruppe(n) der Substanz abhängig. 
Da OTA eine schwache Säure mit einem pK-Wert von 7,1 ist, begünstigt eine Ansäuerung des 
Perfusionsmediums die Bildung der nicht-dissoziiert vorliegenden Form, die aufgrund ihrer 
geringeren Polarität besser durch die Bürstensaummembran diffundieren kann. Auch 
KUMAGAI (1988) und BERGER et al. (2003) zeigten, dass die Aufnahme von OTA bei 
einem niedrigeren luminalen pH-Wert gesteigert ist und begründeten ihre Befunde mit der 
pH-Partitionstheorie. Aber nicht nur der luminale pH-Wert spielt in diesem Zusammenhang 
eine Rolle. Auch das sogenannte pH-Grenzschichtkompartiment oder auch Mikroklima muss 
in die Betrachtung mit einbezogen werden. Hierbei handelt es sich um eine direkt am 
resorbierenden Epithel des Dünndarms existierende dünne Schicht, deren pH-Wert niedriger 
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als derjenige im Darmlumen ist (HOGBEN et al. 1959, DANIEL et al. 1985, 
RECHKEMMER et al. 1986, LEGEN und KRISTL 2003b). LUCAS (1983) zeigte, dass der 
pH-Wert der mukosalen Oberfläche im proximalen Jejunum der Ratte in vivo (bei einem 
luminalen pH-Wert von 7,2) bei 6,1 lag, im mittleren Abschnitt des Jejunums bei 6,5 und im 
Ileum bei 7,3. Diese nach distal hin zunehmende Alkalinisierung der mukosalen Oberfläche 
könnte auch einen Grund für die abnehmende Absorption von OTA in den distaleren 
Darmabschnitten darstellen.  
Einen weiteren Hinweis auf eine passive transzelluläre Diffusion als Mechanismus der OTA-
Absorption liefert auch der dritte Versuch, der keinen Hinweis auf eine Saturabilität der 
konzentrationsabhängigen Absorption von OTA erbrachte, wie es für einen Carrier-
vermittelten Prozess charakteristisch wäre. Dagegen zeichnete sich insbesondere bei der 
Darstellung der Plasma-, Leber- und Nierenwerte nach einem anfänglich linearen Verlauf im 
Übergang zur höchsten verwendeten OTA-Konzentration ein überproportionaler Anstieg des 
Kurvenverlaufs ab. Die Vermutung, dass bei der höchsten verwendeten OTA-Konzentration 
bereits toxisch bedingte Störungen der Integrität der Darmschleimhaut auftreten, die zu einer 
vermehrten parazellulären Absorption von OTA führen, konnten durch die histologischen 
Untersuchungen nicht bestätigt werden. Das Fehlen von ultrastrukturellen Veränderungen 
schließt aber das Vorhandensein von Alterationen, die z.B. die Integrität der Schlussleisten 
(tight junctions) des interzellulären Spalts beeinflussen könnten, nicht aus. Es könnte sein, 
dass erst nach einer längeren Inkubationszeit mit OTA sichtbare Veränderungen auftreten. 
MARESCA et al. (2001) zeigten u.a. ein zeit- und dosisabhängiges Absinken des 
transepithelialen elektrischen Widerstandes nach OTA-Exposition in Caco-2 Zellen. Bei einer 
Dosierung von 100 µmol/l OTA in das apikale Kompartiment der Zellkulturen trat der 
halbmaximale Effekt nach 6 Stunden, der maximale Effekt nach 24 Stunden auf. Die Autoren 
folgerten, dass OTA somit einen direkten Effekt auf die Barrierefunktion des intestinalen 
Epithels ausübt und so die eigene Absorption über den parazellulären Weg ermöglicht. Bei 
einer Expositionsdauer, die der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Perfusionsdauer von 
75 min entspricht, traten allerdings bezüglich des transepithelialen elektrischen Widerstandes 
nur sehr geringe Abweichungen zur Kontrolle auf. Auch in der Arbeit von MCLAUGHLIN et 
al. (2004) wird deutlich, dass erst nach einer längeren Inkubationszeit mit OTA messbare 
Effekte auftreten. Die Autoren stellten fest, dass OTA den transepithelialen elektrischen 
Widerstand senkte und die parazelluläre Permeabilität erhöhte. Bei einer Konzentration von 
100 µmol/l OTA konnten nach 4 Stunden die ersten durch OTA verursachten Veränderungen 
festgestellt werden. Hierbei handelte es sich um eine Verringerung von Claudin-3, das 
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wichtiger Bestandteil eines Multiproteinkomplexes im interzellulären Spalt ist und das 
„Rückgrat“ der tight junctions bildet (MCLAUGHLIN et al. 2004). Eine direkte toxische 
Wirkung von OTA, die zu einer erhöhten Permeabilität führt und die den überproportionalen 
Anstieg der Absorptionsrate erklären würde, ist demnach möglich, fraglich ist nur welche 
minimale Dosis dazu notwendig ist und der Zeitpunkt, ab wann diese auftreten und 
morphologisch darstellbar sind. 
Im Gegensatz zu den anderen Organen fällt bei Betrachtung des mukosalen OTA-Gehaltes 
über den untersuchten Konzentrationsverlauf auf, dass nach einem anfänglich linearen Verlauf 
im Übergang zur höchsten verwendeten Konzentration eine Sättigung eintritt. Die Saturation 
der mukosalen OTA-Konzentration könnte durch folgende Mechanismen zustande kommen: 
die Aufnahme durch die Bürstensaummembran erfolgt linear durch einfache Diffusion, 
währenddessen der Austritt durch die basolaterale Membran saturabel ist. Daraus ergibt sich, 
dass unter den gewählten Versuchsbedingungen der Ausstrom aus der Zelle kleiner als der 
Einstrom sein könnte. Dabei könnte es zu einer Akkumulation von OTA in der Zelle kommen. 
Dies wiederum bedingt einen sinkenden Diffusionsgradienten, die Aufnahme erscheint 
„saturiert“. 
Im Versuch 4.4 wurde der Perfusionslösung 50 mmol/l D-Glucose zugesetzt, um zu prüfen, 
ob der parazelluläre Weg bei der Absorption von OTA eine Rolle spielt. Dabei wurde davon 
ausgegangen, dass eine hohe Absorption von Glucose zur Weitung der interzellulären Spalten 
und zur Intensivierung des sogenannten „solvent drag“ führt und damit die parazelluläre 
Absorption von OTA beschleunigt. 
Der Mechanismus der parazellulären Diffusion mittels „solvent drag“ wird z.B. bei 
PAPPENHEIMER und REISS (1987) beschrieben. Dabei stellt der Na+-gekoppelte 
Glucosetransport osmotische Triebkraft für einen parazellulären Wassernachstrom dar, wobei 
es durch das „Mitreißen“ von kleinmolekularen gelösten Substanzen mit dem 
Flüssigkeitsstrom zu deren passiver Absorption kommt. Je höher die Glucosekonzentration 
ist, desto stärker soll der Anteil des parazellulären „solvent drag“ sein. Der Na+-gekoppelte 
Transport von Glucose bewirkt eine Kontraktion des Actomyosin-Ringes am interzellulären 
Spalt, so dass es zu einer Dilatation der tight junctions kommt und die parazelluläre 
Permeabilität erhöht wird (MADARA und PAPPENHEIMER 1987, NUSRAT et al. 2000). 
Die Interpretation der eigenen Ergebnisse in diesem Sinne gestaltet sich allerdings als 
schwierig, da die für eine erhöhte Glucoseaufnahme charakteristisch ansteigende 
Wasserabsorption (FULLERTON und PARSONS 1956) nicht beobachtet werden konnte. Es 
käme in Betracht, dass die Methode zur Bestimmung der Wasserabsorption fehlerhafte 
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Ergebnisse lieferte und es tatsächlich zu einer erhöhten Wasserabsorption gekommen ist, 
welche nur nicht dargestellt wurde aber wiederum auch keinen Einfluss auf die Höhe der 
OTA-Absorption hatte. Die alternative Erklärung ist, dass der Zusatz von Glucose zu keiner 
Induktion des „solvent drag“ führte. 
Einen weiteren Punkt, der gegen eine parazelluläre Diffusion von OTA (Molekulargewicht 
403 g/mol) spricht, liefert die Arbeit von LENNERNÄS (1995). Nach Ansicht dieses Autors 
ist der parazelluläre Transportweg quantitativ unbedeutend für die Absorption von Substanzen 
mit einem Molekulargewicht über 200 g/mol, da die Porengröße der tight junctions zu gering 
ist (Porengröße bei der Ratte: 10-15 Å). FIHN et al. (2000) differenzierten die Porengröße und 
Beteiligung am parazellulären Transport entlang der Zotten-Kryptenachse genauer. Während 
der apikale Teil der Darmzotte kleine Poren mit einem Radius < 6 Å aufweist, die einen 
passiven Transport via „solvent drag“ für z.B. Monosacharide erlauben, sind die Poren in den 
Krypten groß (50-60 Å), aber für den Darminhalt nicht erreichbar. Der basale Teil der 
Darmzotte enthält mittelgroße Poren (10-15 Å), über welche aber kein „solvent drag“ auftritt. 
Die Schlussfolgerung der Autoren bezüglich des Effektes von Glucose auf die Größe der 
Poren und damit auf die Erhöhung der parazellulären Permeabilität lautet folgendermaßen: 
Der aktive Glucosetransport bei der Ratte erhöht die Anzahl der kleinen für den passiven 
Transport erreichbaren Poren, während die Größe dieser Poren aber nicht beeinflusst wird. 
Somit scheint der parazelluläre Transportweg von OTA durch die Molekülgröße von OTA 
limitiert zu sein. 
 
Der Zusatz von bovinem Serumalbumin bewirkte eine deutliche Hemmung der OTA-
Absorption, was durch die starke Proteinbindung von OTA zu erklären ist (HAGELBERG et 
al. 1989). Wenn man die passive transzelluläre Diffusion als wesentlichen Mechanismus für 
die OTA-Absorption annimmt, steht bedingt durch die Bindung von OTA an Proteine nur 
wenig freies, d.h. absorbierbares OTA zur Verfügung, so dass der Konzentrationsgradient 
zwischen der luminalen Phase und dem intestinalen Epithel bzw. dem Plasma gering ausfällt 
und somit die treibende Kraft für die Diffusion des OTA reduziert ist. Andererseits wird die 
Rückdiffusion aus der Zelle durch intrazelluläre Proteinbindung verhindert und trägt auch zur 
Reduzierung der Konzentration an freiem intrazellulären OTA bei. KUMAGAI (1985) zeigte, 
dass die Proteinbindung von OTA zur Verzögerung der Elimination von OTA aus der 
systemischen Zirkulation führt. Bei Albumin-defizienten Ratten wurde eine sehr viel 
schnellere Abnahme des Plasmaspiegels und wesentlich höhere Ausscheidungsraten von OTA 
in Harn und Galle im Vergleich zu Kontrollratten beobachtet. Dieses Phänomen konnte auch 
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in vitro gezeigt werden, wobei der OTA-Transport aus dem basalen Kompartiment der 
Zellkultur in das apikale Kompartiment durch den Zusatz von 5 mg/ml humanen 
Serumalbumin im basalen Kompartiment auf 20 % im Vergleich zu der Kontrollgruppe 
gesenkt wurde. Des Weiteren konnte in diesem Versuchansatz der Transport aus dem apikalen 
Kompartiment in das basale durch die Absenkung der Konzentration des freien OTA 
gesteigert werden (BERGER et al. 2003). PERRY et al. (2004) zeigten, dass OTA an die 
Domäne 2A von humanen Serumalbumin bindet, ähnliche Beobachtungen konnten auch für 
die Bindung von OTA an bovines, porcines und Serumalbumin von Ratten gemacht werden. 
Genauere Untersuchungen bezüglich der Art der Bindung von OTA an Nahrungsproteine sind 
allerdings noch nicht in der Literatur beschrieben worden. Die Arbeit von GIBSON et al. 
(1989) weist aber darauf hin, dass eine Erhöhung des Proteingehaltes der Ration die toxische 
Wirkung von hohen OTA-Konzentrationen im Futter bei Broilern reduzieren kann. 
 
Obwohl die Ergebnisse stark auf die einfache passive Diffusion als Hauptmechanismus in der 
intestinalen Absorption von OTA hinweisen, kann man eine gleichzeitige, eventuell 
geringfügige Beteiligung eines saturablen Prozesses nicht ausschließen. Um diese Hypothese 
zu überprüfen, wurden verschiedene Inhibitionsstudien durchgeführt. 
Im Verlauf der Proteinverdauung werden erhebliche Anteile der absorbierten Aminosäuren als 
Di- und Tripeptide in die Epithelzellen des Darmes aufgenommen. Bei diesem Mechanismus 
handelt es sich um den H+/Dipeptid-Cotransporter (PEPT1), der über einen transmembranären 
H+-Gradienten energetisiert wird (GANAPATHY und LEIBACH 1985, LEIBACH und 
GANAPATHY 1996, ADIBI 1997). Neben einem breitem Spektrum an Di- und Tripeptiden 
werden auch andere Substanzen, die eine chemisch ähnliche Struktur wie Peptide aufweisen, 
als Substrate für diesen Transporter akzeptiert, so z.B. β-Laktam-Antibiotika (SAITO et al. 
1995) oder ACE-Hemmer (FRIEDMAN und AMIDON 1989). Aufgrund der strukturellen 
Ähnlichkeit von OTA zu Dipeptiden durch die Phenylalaninseitenkette sowie die pH-
Abhängigkeit der OTA-Absorption wäre ein Transport über den intestinalen H+/Dipeptid-
Cotransporter denkbar. Von ZINGERLE et al. (1997) wurde gezeigt, dass die Reabsorption 
von OTA in proximalen Abschnitten des Nephrons über diesen Transporter vermittelt wird 
und durch die Dipeptide Carnosin und Glycylsarcosin signifikant reduziert werden konnte. 
In der vorliegenden Arbeit konnte keine statistisch signifikante Hemmung der Absorption von 
OTA durch Glycylsarcosin beobachtet werden. In Übereinstimmung damit konnten BERGER 
et al. (2003) in vitro ebenfalls nicht feststellen, dass ein H+-gekoppelter Dipeptidtransporter 
am Transport von OTA in Caco2-Zellen beteiligt ist. Bei der Betrachtung der Ergebnisse fällt 
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allerdings auf, dass im Vergleich zur Kontrollgruppe die Absorptionsrate und die OTA-
Konzentration in der Darmmukosa bei Glycylsarcosinzusatz höher ist, dagegen aber die OTA-
Konzentration in Plasma, Leber und Niere niedriger ist als die der Kontrollgruppe. Eventuell 
könnte sich aus der Arbeit von SAITO und INUI (1993) ein möglicher Erklärungsansatz dafür 
ergeben. Die Autoren schreiben, dass an der apikalen und an der basolateralen Zellmembran 
von Caco2-Zellen verschiedene Dipeptidtransporter existieren, die sich in ihren 
Transportcharakteristika unterscheiden aber beide für die transzelluläre Absorption von 
Dipeptiden oder strukturell ähnlichen Substanzen verantwortlich sind. Übertragen auf die 
eigenen Ergebnisse könnte dies bedeuten, dass Glycylsarcosin über den H+/Dipeptid-
Cotransporter in die Epithelzellen aufgenommen wird, aber keine Hemmwirkung auf das 
apikal passiv diffundierende OTA ausübt. Erst beim basolateralen Verlassen der Zelle könnte 
es zu kompetitiven Effekten kommen, da sowohl Glycylsarcosin als auch OTA Substrate des 
basolateralen Dipeptidtransporters sein könnten. Allerdings muss betont werden, dass diese 
Überlegungen rein hypothetischer Natur sind und kein signifikanter Einfluss von Substraten 
des Peptidtransporters in der vorliegenden Arbeit auftraten. 
Aspartam wird aufgrund seiner strukturellen Ähnlichkeit zu OTA eine Reduzierung der 
Toxizität von OTA zugeschrieben. Dies beruht laut BAUDRIMONT et al. (2001) auf zwei 
Mechanismen: Zum einen hemmt Aspartam die Bindung von OTA an Plasmaproteine, so dass 
eine höhere Konzentration von OTA in der freien Form vorliegt und somit die OTA-
Eliminierung schneller stattfindet. Zum zweiten hemmt Aspartam die renale Reabsorption von 
OTA, da der für die Rückresorption verantwortliche H+/Dipeptid-Cotransporter durch 
Aspartam kompetitiv inhibiert wird. Auch TSUDA et al. (1999) vermuteten, dass Aspartam 
die Rate des renal reabsorbierten OTA durch Hemmung des H+/Dipeptid-Cotransporter 
reduziert. In der vorliegenden Arbeit konnte dagegen keine Hemmung der intestinalen OTA-
Aufnahme durch den Zusatz von Aspartam beobachtet werden. Auch SCHWERDT et al. 
(1998) konnten in vitro bei Nierenzellen (MDCK-C11) keinen inhibitorischen Effekt von 
Aspartam bei der Absorption von OTA feststellen. Hinzu kommt ein methodisches Problem, 
da das Dipeptid Aspartam im Gegensatz zu Glycylsarcosin keine hydrolytisch stabile 
Verbindung ist. BURGERT et al. (1991) konnten bei Verabreichung von Aspartam in das 
proximale Jejunum von Schweinen kein intaktes Aspartam im portalen Blut feststellen, 
sondern beobachteten eine vollständige hydrolytische Aufspaltung in die Einzelbestandteile 
(Asparaginsäure, Phenylalanin und Methanol). Dagegen postulieren CREPPY et al. (1995), 




Um zu überprüfen, ob Aminosäuretransporter an der intestinalen Absorption von OTA 
beteiligt sind, wurden der Perfusionslösung die Aminosäuren Phenylalanin bzw. Leucin 
zugesetzt. Ein Zusatz von Phenylalanin bzw. Leucin, die Substrate der Transporter für 
neutrale Aminosäuren sind (SILBERNAGL 1992), zeigte allerdings im Vergleich zur 
Kontrollgruppe keine statistisch signifikanten Unterschiede. Folglich scheinen 
Transportsysteme für neutrale Aminosäuren nicht an der intestinalen Absorption von OTA 
beteiligt zu sein. Diese Beobachtungen machten auch verschiedene Autoren bei in vitro- und 
in vivo-Untersuchungen an der Niere (ZINGERLE et al. 1997, SCHWERDT et al. 1997, 
SCHWERDT et al. 1998, DAHLMANN et al. 1998, GROVES et al. 1999). Bei einer 
Untersuchung an Caco2-Zellen, die als Zellmodell für das humane Dünndarmepithel gelten, 
konnte ebenfalls keine Beeinflussung der OTA-Absorption durch Phenylalanin festgestellt 
werden (BERGER et al. 2003). Auch aus der Studie von ROTH et al. (1988) wird deutlich, 
dass an der Absorption von OTA keine aminosäurenspezifischen Transporter beteiligt sind. In 
ihrer Untersuchung, in der Mäusen OTA zusammen mit Phenylalanin oral durch Intubation 
verabreicht wurde, beobachteten die Autoren, dass ein Zusatz von Phenylalanin die 
Absorption von OTA begünstigte. Die Autoren begründeten dies mit der Bindung von 
Phenylalanin an Futterproteine (die Tiere hatten während des Versuches freien Zugang zu 
Futter und Wasser), anstelle von OTA, so dass die Konzentration an freiem OTA anstieg und 
mehr OTA absorbiert wurde. 
OTA scheint auch nicht über den im distalen Dünndarm exprimierten sekundär aktiven 
Gallensäurentransporter (CRADDOCK et al. 1998) absorbiert zu werden, da in der 
vorliegenden Arbeit keine Inhibition der OTA-Absorption durch Taurocholat beobachtet 
werden konnte, wie es auch BERGER et al. (2003) in vitro feststellten. Der Einfluss von 
Taurocholat wurde im proximalen und im distalen Jejunum zum einen auf unspezifische 
Effekte von Gallensäuren auf die Absorption von OTA als auch im Hinblick auf verschiedene 
Transportsysteme in den gewählten intestinalen Regionen untersucht. In den distalen 
Abschnitten des Dünndarms werden Na+-abhängige Transporter (Na+/Taurocholat-
Cotransporter) exprimiert (CRADDOCK et al. 1998), während in 
Bürstensaummembranvesikeln aus dem proximalen Jejunum von Ratten ein Transport von 
konjugierten Gallensäuren über einen Anionen-Austausch beobachtet werden konnte 
(AMELSBERG et al. 1999). Von WALTERS et al. (2000) wurde dieses Transportsystem als 
ein Mitglied der OATP-Familie identifiziert, wobei es sich im Jejunum um das OATP 3 
handelt. 
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten daraufhin, dass für die intestinale Absorption 
von OTA im Gegensatz zur renalen Absorption keine transzelluärer Carrier-vermittelter 
Transportmechanismen beteiligt sind. Auf eine Untersuchung bezüglich der Interaktion von 
OTA mit organischen Anionentransportern (OAT), die in der Niere an der Absorption von 
OTA beteiligt sind, wurde verzichtet, da in der Literatur keine Hinweise auf eine apikale 
Expression dieser Transporter im Dünndarm vorliegen (YOU 2004, KUSUHARA und 
SUGIYAMA 2002). 
Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dafür, dass die intestinale 
Aufnahme von OTA durch transzelluläre nicht-ionische Diffusion erfolgt. Bei keinem der 
untersuchten Transportsysteme konnte eine statistisch signifikante Beteiligung an der 
Absorption von OTA festgestellt werde. Somit besteht im Gegensatz zur renalen Absorption 
keine Möglichkeit, die intestinale Absorption von OTA mithilfe von Substraten der 
untersuchten Transportsysteme zu hemmen; des Weiteren ist eine Beeinflussung des 
intestinalen pH-Wertes schwierig. Eine Verminderung der Toxizität von OTA-belasteten 
Nahrungsmitteln für den Menschen oder aber von Futtermitteln für z.B. Schweine auf diesen 
Wegen scheidet somit aus. 
Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Befunde lassen aber nicht nur Rückschlüsse auf 
die OTA-Absorption bei monogastrischen Spezies wie der Ratte zu, sondern auch bei 
Wiederkäuern erscheinen sie von Relevanz. Die Verfütterung OTA-kontaminierter Rationen 
an Wiederkäuer, welche aufgrund der hydrolytischen Spaltung von OTA durch die 
Vormagenflora als sehr resistent gegenüber diesem Mykotoxin gelten und infolgedessen auch 
bezüglich der Rückstandsproblematik von OTA in Fleisch und Milch als unbedenklich 
eingestuft werden, scheint problematisch. Unter intensiven Produktionsbedingungen, die 
einen hohen Kraftfutteranteil in der Ration einschliessen und so zu einer Absenkung des 
ruminalen pH-Wertes führen, könnte es aufgrund der deutlichen pH-Abhängigkeit in der 
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Im Gegensatz zu den renalen Transportmechanismen von OTA ist die gastrointestinale 
Absorption dieses Mykotoxins weitaus weniger untersucht worden. Die bisherigen 
Untersuchungen deuten darauf hin, dass OTA aus der Nahrung über einfache passive 
Diffusion der nicht-dissoziiert vorliegenden Form aufgenommen wird. Weitere Informationen 
zur Absorption von OTA aus dem Verdauungstrakt in vivo, insbesondere zur Beteiligung von 
Transportsystemen, wie sie in der Niere beobachtet wurden, liegen nicht vor. In der 
vorliegenden Arbeit sollte daher mittels einer in situ-Perfusionsmethode an Ratten die 
Aufnahme von OTA aus dem Darmlumen ins Blut untersucht werden. Zunächst konnte, wie 
es auch schon in früheren Arbeiten beobachtet worden war, gezeigt werden, dass im 
proximalen Jejunum im Vergleich zum mittleren und distalen Abschnitt des Jejunums eine 
höhere Aufnahme von OTA stattfand. Des Weiteren trat eine deutliche Abhängigkeit vom 
luminalen pH-Wert in der OTA-Absorption auf, wobei signifikant mehr OTA aufgenommen 
wurde, je niedriger der luminale pH-Wert war. Ein saturabler Transportmechanismus konnte 
in dem untersuchten Konzentrationsbereich nicht beobachtet werden. Weiterhin traten keine 
signikanten Unterschiede bei einem Zusatz von Glucose im Vergleich zur Kontrollgruppe auf, 
was den parazellulären Weg für die Absorption von OTA als unwahrscheinlich erscheinen 
lässt. Auch Substrate verschiedener Transportsysteme (Glycylsarcosin, Aspartam, 
Phenyalalanin, Leucin und Taurocholat) zeigten keinen statistisch signifikanten Einfluss auf 
die OTA-Absorption. Die Bindung von OTA an Proteine verhinderte die intestinale OTA-
Absorption deutlich. Aufgrund der eigenen Befunde und der Daten aus der Literatur scheint 
die intestinale OTA-Absorption hauptsächlich transzellulär über einfache Diffusion der nicht-
dissoziierten Form zu erfolgen. Es bestehen somit deutlich Unterschiede zur renalen 
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Contrary to renal secretion and reabsorption of ochratoxin A (OTA), our knowledge about the 
mechanisms involved in gastrointestinal absorption of this mycotoxin is much more 
incomplete. Previous investigations suggest, that absorption of OTA from food is due to 
passive diffusion of the non-ionized form. To date no information exist, whether carrier-
mediated mechanisms are involved in the intestinal absorption of OTA as it has been shown 
for the kidney. Therefore, the present study was aimed to further investigate the absorption of 
OTA from rat small intestine using an in-situ perfusion technique. 
Compared with the mid and distal region of the small intestine, higher tissue concentrations of 
OTA were observed in blood, liver, kidney and intestinal mucosa after perfusion of the 
proximal third of the small intestine, indicating a higher absorption from this region. This 
finding is in accordance with previous investigations. In addition, a significant dependence on 
the luminal pH-value was found. A lower pH led to a higher absorption of OTA. No evidence, 
however, for the presence of a saturable transport of OTA was obtained. The lack of an effect 
of luminal glucose on OTA absorption indicates that paracellular absorption, which may be 
enhanced in the presence of glucose, does not play a significant role. Model substrates of 
various nutrient transport systems, e.g. peptide, amino acid, and bile salt carriers, showed no 
significant influence on OTA absorption. The binding of OTA to luminally present albumin, 
however, clearly inhibited the intestinal absorption of the mycotoxin. Taken together, data 
obtained from the present experiments as well as previous data suggest transcellular diffusion 
of the non-ionized OTA molecule as the major mechanism of intestinal OTA-absorption. 
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